Der Einfluss von CD105 auf das Regenerationspotential humaner multipotenter mesenchymaler Stromazellen in einem Myokardinfarktmodell der Maus by Frank, Johannes (gnd: 1060821028)
Aus der 
Klinik und Poliklinik für Herzchirurgie 







Der Einfluss von CD105 auf das Regenerationspotential humaner 
multipotenter mesenchymaler Stromazellen in einem 







Erlangung des akademischen Grades 
Doktor der Medizin 
der Medizinischen Fakultät 


































Tag der Einreichung:  25. Mai 2013 
Tag der Verteidigung:  3. Juni 2014 
 
Dekan: Prof. Dr. med. habil. Emil Christian Reisinger 
 
1. Gutachter: Prof. Dr. med. Gustav Steinhoff, Klinik für Herzchirurgie,  
Universitätsklinikum Rostock 
2. Gruachter: Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar, Institut für Experimentelle Chirurgie,  
Universitätklinikum Rostock 
3. Gutachter: Prof. Dr. med. Christof Stamm, Deutsches Herzzentrum Berlin,  
Charité Berlin 
 III 
Teile dieser Arbeit wurden veröffentlicht: 
 
Gäbel R, Furlani D, Sorg H, Polchow B, Frank J, Bieback K, Wang W, Klopsch C, Ong L, 
Li W, Ma N, Steinhoff G.  
Cell Origin of Human Mesenchymal Stem Cells Determines a Different Healing 
Performance in Cardiac Regeneration  







1.	   Einleitung .......................................................................................................... 8	  
1.1.	   Der Myokardinfarkt ..................................................................................... 8	  
1.2.	   Kardiales Remodeling .............................................................................. 10	  
1.3.	   Humane Multipotente Mesenchymale Stromazellen................................ 13	  
1.4.	   MSC in der Therapie des Herzinfarkts ..................................................... 16	  
1.5.	   CD105 (Endoglin)..................................................................................... 19	  
1.6.	   Voraussetzungen und Ziele ..................................................................... 24	  
2.	   Material und Methoden ................................................................................... 25	  
2.1.	   Tiere und Tierhaltung ............................................................................... 25	  
2.2.	   Versuchsdurchführung ............................................................................. 25	  
2.2.1.	   Experimentelles Design..................................................................... 25	  
2.2.2.	   Vorbereitung und Durchführung der Operation ................................. 25	  
2.2.2.1. Materialien......................................................................................... 27	  
2.2.3.	   Infarktgrößenbestimmung.................................................................. 28	  
2.2.3.1. Materialien......................................................................................... 29	  
2.2.4.	   Bestimmung der kapillären Dichte..................................................... 30	  
2.2.4.1. Materialien......................................................................................... 30	  
2.3.	   Gewinnung und Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen..... 31	  
2.3.1.	   Gewinnung und Charakterisierung von hMSC .................................. 31	  
2.3.2.	   Kultivierung von hMSC ...................................................................... 32	  
2.3.3.	   Magnetseparation (MACS®) .............................................................. 32	  
2.3.4.	   Materialien ......................................................................................... 34	  
2.4.	   Lipofektion mit Antisense-ODN ................................................................ 35	  
2.4.1.	   Antisense-Oligodesoxynukleotide ..................................................... 35	  
2.4.2.	   Lipofektion ......................................................................................... 36	  
2.4.3.	   Materialen.......................................................................................... 36	  
2.5.	   Apoptosebestimmung in vitro ................................................................... 37	  
2.5.1.	   Hypoxiekammer................................................................................. 37	  
2.5.2.	   Tunelfärbung ..................................................................................... 37	  
2.6.	   Durchflusszytometrie zur Bestimmung der CD105-Expression ............... 39	  
2.6.1.	   Funktionsweise eines Durchflusszytometers..................................... 39	  
 6 
2.6.2.	   Bestimmung der CD105-Expression ................................................. 40	  
2.7.	   Tube Forming Assay ................................................................................ 40	  
2.8.	   Echtzeit-Azidifikation und Impedanz von hMSC in vitro ........................... 41	  
2.9.	   Software ................................................................................................... 42	  
2.10.	   Statistische Auswertung......................................................................... 42	  
2.11.	   Material im Allgemeinen......................................................................... 42	  
3.	   Ergebnisse...................................................................................................... 44	  
3.1.	   Infarktgröße.............................................................................................. 44	  
3.2.	   Kapilläre Dichte ........................................................................................ 45	  
3.3.	   Echtzeitazidifikation und Zelladhäsion unter Hypoxie .............................. 46	  
3.4.	   Apoptose in vitro ...................................................................................... 48	  
3.5.	   Transfektionseffizienz .............................................................................. 51	  
3.6.	   Tube forming Assay ................................................................................. 52	  
4.	   Diskussion ...................................................................................................... 54	  
4.1.	   CD105 verringert die Infarktgröße und erhöht die Angioneogenese........ 54	  
4.2.	   Echtzeitazidifikation und Zelladhäsion ..................................................... 57	  
4.3.	   Transfektionsrate ..................................................................................... 59	  
4.4.	   CD105 reduziert die Apoptose unter Hypoxie.......................................... 60	  
4.5.	   MSC formen Netzwerke ........................................................................... 61	  
5.	   Zusammenfassung ......................................................................................... 63	  
Literaturverzeichnis ............................................................................................... 64	  
Anhang .................................................................................................................. 75	  
Abbildungsverzeichnis ....................................................................................... 75	  









AMI    Akuter Myokardinfarkt 
ALK-5    Activin receptor-like kinase 
ASAT    Aspartat-Aminotransferase 
Bcl-2    B-cell lymphoma; Gruppe antiapoptotischer Proteine 
bFGF    Basic fibroblast growth factor 
CK-MB   Creatinkinase-MB 
EKG    Elektrokardiogramm 
EZM    Extrazelluärmatrix 
GM-CSF   Granulocyte-macrophage colony stimulating factor 
HGF    Hepatocyte growth factor 
HUVEC   Human umbilical vein endothelial cell(s) 
IGF-1    Insulin-like growth factor 
IFN-γ    Interferon-γ 
IL-6    Interleukin 6 
LIF    Leukemia inhibitory factor 
LVEF    Linksventrikuläre Ejektionsfraktion 
MCP-1    Monocyte chemotactic protein 1 
MMP-1   Matrix metallo proteinase-1 
MNC    Mononuclear cell(s) 
NSTEMI   Non ST elevation myocardial infarction 
PAI-1    Plasminogen activator inhibitor-1 
PCI    Percutaneous coronary intervention 
SCF    Stem cell factor 
SDF-1    Stromal cell-derivded factor 1 
STEMI    ST elevation myocardial infarction 
TβR I +II   TGF-β-Receptor 
TIMP    Tissue inhibitors of metalloproteinases 
TNF-α    Tumornekrosefaktor α 
TGF-β    Transforming growth factor β 
UCBC    Umbilical cord blood cells 
VCAM-1   Vascular cell adhesion molecule 





1.  Einleitung 
1.1. Der Myokardinfarkt 
Der akute Myokardinfarkt (AMI) ist eine Gewebsnekrose des Herzmuskels, der in aller 
Regel durch eine hochgradige Stenose oder einen Verschluss einer Koronararterie 
hervorgerufen wird. Die zugrundeliegende Erkrankung ist zum überwiegenden Teil die 
koronare Herzkrankheit [1]. Sie ist sowohl in Europa (~21 %) als auch in Deutschland 
(10 %) die häufigste Todesursache [2].  
In Deutschland war der AMI im Jahr 2007 die zweithäufigste Todesursache bei Männern 
(9 %) und dritthäufigste bei Frauen (7 %) (Statistisches Jahrbuch 2009). Die Inzidenz 
beträgt in Deutschland 330/100000 Einwohner. Die Lebenszeitprävalenz ist für Männer 
mit 30 % doppelt so hoch wie für Frauen (15 %). 
Der zugrunde liegende Prozess, der zum Entstehen eines AMI führt, ist die 
Artherosklerose. Risikofaktoren, die die Ausbildung einer Artherosklerose begünstigen, 
sind unter anderem Rauchen, Hyperlipidämie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, 
Übergewicht und Bewegungsmangel [1]. Die Endothelzellen werden durch einen oder 
mehrere dieser Risikofaktoren stimuliert und exprimieren Adhäsionsmoleküle und 
chemotaktische Moleküle. Die Folge ist die Rekrutierung von Monozyten und T-
Lymphozyten. Die Hyperlipidämie führt außerdem zur Ablagerung von Lipiden in der 
Intima. Im weiteren Verlauf der Artherosklerose phagozytieren die zu Makrophagen 
differenzierten Monozyten diese Lipide und werden zu sogenannten Schaumzellen, 
gekennzeichnet durch einen hohen Anteil an intrazellulären Lipiden. Die lokalen 
Leukozyten können über die Ausschüttung von Entzündungsmediatoren weiter 
Leukozyten anlocken und die glatten Muskelzellen der Media zur Migration und 
Proliferation anregen. Der Plaque wird lumenwärts durch eine fibröse Kappe bedeckt. 
Kollagen, produziert durch die glatten Muskelzellen, stabilisiert die Kappe. Entscheidend 
für die Entwicklung eines Verschlusses einer Koronararterie ist nicht die Größe des 
Plaques sondern dessen Vulnerabilität, ergo seine Stabilität. Insbesondere lokale 
Entzündungsprozesse schwächen den Plaque und dessen fibröse Kappe [3], indem via 
Entzündungsmediatoren wie IFN-γ (Interferon-γ) die Produktion von Kollagen I und III 
durch glatte Muskelzellen gehemmt wird. Die Schaumzellen produzieren 
Matrixmetalloproteinasen, welche die extrazelluläre Matrix degradieren [4]. Die 
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geschwächte firbröse Kappe kann bei mechanischer Überbeanspruchung reißen. Zwei 
Arten werden unterschieden: Einerseits die tiefe Ruptur mit Freilegung des thrombogenen 
Lipidkerns und andererseits die oberflächliche Erosion [5, 6]. Die Folge ist die Entstehung 
eines Thrombus. Verschließt dieser das Gefässlumen, kommt es zu einem AMI. Bei nur 
teilweisem Verschluss entsteht eine instabile Angina pectoris [7]. 
Das im Versorgungsgebiet der okkludierten Koronararterie betroffene Myokard ist der 
Gefahr einer Nekrose ausgesetzt. Was Reimer et al. 1977 als Wellenfrontphänomen des 
ischämischen Zelltodes in Hunden beschrieben, veranschaulicht, wie sich die 
Nekrosezone von subendokardial mit zunehmender Ischämiezeit nach subepicardial 
ausbreitet. Hierbei wird zwischen dem Myokard, welches durch irreversible Nekrose 
bedroht ist („Myocardium at risk“), und dem bereits nekrotischen nicht rettbaren Myokard 
unterschieden [8]. Beim Menschen ist der Progress des ischämischen Zelltodes deutlich 
langsamer als bei Tieren, wie Hund, Ratte oder Schwein [9]. Damit ist auch der Anteil an 
Myokard größer, der durch thrombolytische oder interventionelle Reperfusion gerettet 
werden kann. Jede Verzögerung von Symptombeginn bis zur Reperfusion durch 
perkutane Koronarintervention (PCI) bei Patienten mit ST-Hebungsinfarkt (STEMI) erhöht 
die 1-Jahres-Mortalität [10]. 
Klinisch präsentiert sich ein Infarkt durch ein Gefühl der Brustenge (Angina pectoris), 
retrosternalen Schmerzen mit möglicher Ausstrahlung in den linken Arm, Schulter, Hals, 
Unterkiefer oder Oberbauch. Vegetative Symptome können Angst, Kaltschweißigkeit, 
Übelkeit oder Erbrechen sein. In 95 % der Fälle treten Herzrhythmusstörungen auf. 
Laborchemisch demarkiert sich ein Infarkt durch einen Anstieg der Herzenzyme Troponin 
T und I, Creatinkinase-MB (CK-MB) und der nicht herzspezifischen Aspartat-
Aminotransferase (ASAT). Im Elektrokardiogramm (EKG) treten in den Ableitungen über 
dem Infarkt typische Veränderungen auf. Bei einem transmuralen frischen Infarkt zeigt 
sich eine ST-Strecken-Überhöhung. Hierbei wird von einem ST-Hebungsinfarkt 
gesprochen (STEMI). Ein Enzymanstieg ohne ST-Hebung wird als Nicht-ST-
Hebungsinfarkt klassifiziert (NSTEMI). Mit Hilfe des EKG lässt sich grob die Lokalisation 
bestimmen. Die Aussage, welches Koronargefäss betroffen ist, erlaubt allerdings nur die 
Koronargefässangiographie. 
Wie bereits erwähnt, ist die Zeit bis zur Reperfusion entscheidend für die Morbidität und 
Letalität. Laut den Leitlininien der Europäischen Gesellschaft für Kardiologie ist eine 
Zuführung des Patienten zu einem Krankenhaus mit PCI innerhalb der ersten drei 
Stunden nach Schmerzbeginn anzustreben. Sollte dies nicht möglich sein, kann eine 
Thrombolysetherapie versucht werden. Dieser sollte sich aber innerhalb von 24 h eine 
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PCI anschliessen [11]. 
Auch bei frühzeitiger Reperfusion gibt es Herzmuskelanteile, welche unweigerlich 
nektrotisch sind. Je nach Ausmaß führt diese zunächst lokale Schädigung zu 
Veränderungen am gesamten Herzen. Dieser Prozess wird als kardiales Remodeling 
bezeichnet. 
 
1.2. Kardiales Remodeling 
Remodeling ist definiert als Veränderungen der Struktur (Größe, Masse, Form) und 
Funktion des Herzens infolge hämodynamischer Belastung und/oder Schädigung des 
Herzens, einhergehend mit neurohormonaler Aktivierung. Es kann sich dabei um 
physiologisches Remodeling, etwa nach körperlichem Training, oder pathologisches 
Remodeling nach AMI, Klappenvitien oder Kardiomyopathien handeln [12]. 
Das Remodeling nach einem Herzinfarkt ist gekennzeichnet durch Narbenbildung, 
Wandausdünnung und Dilatation im Infarktgebiet mit der Folge eines erhöhten 
linksventrikulären Volumens, einer kombinierten Volumen- und Druckbelastung im nicht-
infarzierten Gebiet sowie einer gemischt konzentrisch-exzentrischen Hypertrophie 
(Abb. 1) [13]. Hierbei vergrößert sich in den ersten zwei Wochen nicht nur der Umfang 
des infarzierten sondern auch der des nicht-infarzierten Gebietes im Sinne einer 
exzentrischen Hypertrophie [14]. 
Abb. 1: Remodelingprozesse des Herzens im Tiermodell nach experimentell 
induzierten Infarkt. (Bearbeitet nach Opie 2006) 
Das Remodeling kann sich durchaus günstig auswirken, etwa wenn die initiale 
Narbenbildung die Pumpfunktion des linken Ventrikels auf Kosten eines erhöhten 
Einleitung 
11 
linksventrikulären Volumens aufrechterhält [15]. Die Kompensationsmechanismen sind 
allerdings begrenzt. Die Gefahr einer progressiven Dilatation des linken Ventrikels steigt 
mit zunehmender Infarktgröße. Patienten, bei denen nach Myokardinfarkt keine oder eine 
nur beschränkte Dilatation auftritt, welche sich innerhalb von 4 Wochen selbst limitiert, 
bleiben in der Regel stabil. Demgegenüber führt eine progressive Dilatation bei großem 
Infarkt aufgrund der Dilatation und des Funktionsverlustes des zuvor noch 
funktionsfähigen Myokards zum steten Abfall der linksventrikulären Ejektionsfraktion 
(LVEF) [16]. Die Form des Herzens geht von einer eher eliptischen in eine kugelige über 
[17].  
Die Zellen, die am stärksten an diesen Umbauprozessen beteiligt sind, sind die 
Kardiomyozyten. Weitere Strukturen oder Zelltypen sind das Interstitium, Fibroblasten und 
das Gefäßssystem des Herzens. Infolge des Myokardinfarkts sinkt die Zahl der 
Kardiomyozyten im linken Ventrikel zunächst durch Nekrose im Infarktgebiet und im 
weiteren Verlauf durch Apoptose im vitalen Myokard. Die überlebenden Kardiomyozyten 
hypertrophieren und elongieren (Abb. 2), ausgelöst durch die erhöhte Wandspannung. 
Die kapilläre Dichte verringert sich in Folge der hypertrophen Kardiomyozyten und der 
interstitiellen Fibrose. Diese Veränderungen bleiben auch nach einem Monat 
nachweisbar. Eine erhöhte Wandspannung, hervorgerufen durch die 
Myokardhypertrophie in Kombination mit einer verringerten Perfusion durch verminderte 
Kapillarzahl, resultiert in einer Unterversorgung mit Energieträgern und Sauerstoff. Es 
ensteht ein Circulus vitiosus aus erhöhter Wandspannung, Hypertrophie, Ischämie und 
Kardiomyozytendysfunktion [12, 18]. 
Abb. 2: Mikroskopische Vorgänge beim Remodeling: Hypertrophie und 
Längenzunahme der Kardiomyozyten, interstitielle Kollageneinlagerung, 
Abnahme der kapillären Dichte; CM Kardiomyozyten, D Discus intercalaris, 
I Interstitium, K Kapillare, N Nucleus 
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Neben der Hypertrophie spielt die Fibrose in der Pathogenese der linksventrikulären 
Dysfunktion eine wichtige Rolle. Mit dem Infarkt werden die Fibroblasten stimuliert und 
damit die Kollagensynthese. Die Fibrose breitet sich vom perivaskulären Raum auf das 
Interstitium aus. Diese sogenannte reaktive Fibrose ist hauptsächlich im ungeschädigten 
Myokard zu beobachten. Zu Grunde gehende Kardiomyozyten werden durch 
Bindegewebe ersetzt (Ersatzfibrose). Die direkte Konsequenz ist die Versteifung des 
linken Ventrikels und somit Verminderung der diastolischen Compliance. Indirekt führt die 
perivaskuläre Fibrose zusammen mit der Myozytenhypertrophie zu einem gestörten ATP-
abängigen Kalziumstoffwechsel mit der Folge einer Störung der aktiven Relaxation am 
Beginn der Diastole [19, 20]. 
Auf der molekularen Ebene beeinflussen verschiedenste Faktoren wie adrenerge 
Aktivierung, Angiotensin II, Aldosteron und Zytokine das kardiale Remodeling nach 
Infarkt. Die Aktivierung des adrenergen Systems hat initial die Aufgabe, die Herzfunktion 
und Gewebedurchblutung zu erhalten. Langfristig hat es aber negative Einflüsse auf die 
Herzfunktion. So korrelieren erhöhte Norepinephrinplasmalevel als Ausdruck der 
adrenergen Aktivierung mit einer ungünstigeren Langzeitprognose von Patienten mit 
Herzinsuffizienz [21]. 
Angiotensin II wird im Herzen als Antwort auf myokardiale Dehnung ausgeschüttet. Via 
AT1-Rezeptoren der Kardiomyozyten und Fibroblasten bewirkt es eine Hypertrophie und 
Fibrose [22]. Die durch Angiotensin II erhöhten Aldosteronlevel haben hämodynamische 
Konsequenzen und stimulieren ebenfalls die Kollagensynthese der herzeigenen 
Fibroblasten [23].  
Die Zytokine, vor allem TNF-α (Tumornekrosefaktor), IL-1β (Interleukin), IL-6 und TGF-β, 
(Transforming growth factor beta) werden bei ischämischer Myokardschädigung, 
mechanischem Stress und durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS: reactive oxygen 
species) getriggert ausgeschüttet. Die Zytokinausschüttung wird verstärkt durch einen 
positiven Rückkopplungsmechanismus und das Anlocken von Entzündnungszellen, die 
wiederrum Zytokine ausschütten. Akut kommt es zu einer progressiven 
Myozytenapoptose und -hypertrophie sowie verminderter Kontraktilität. Chronisch wird die 
Zusammensetzung der Extrazellulärmatrix (EZM) und die Gefäß- und 
Herzgeweberegeneration beeinflusst [24]. 
In einem Rattenmyokardinfarktmodell konnten Sun et al. zeigen, dass die TGF-β-1-
Konzentration im gesamten Myokard erhöht war. Die Höhe der TGF-β-1-mRNA-
Expression korrelierte mit dem Ausmaß der Fibrose. Die Expression konnte durch 
Inhibitoren des Angiotensin converting enzyme (ACE-Inhibitoren) und AT1-
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Rezeptorblocker vermindert werden. Es ist zu vermuten, dass Angiotensin II eine wichtige 
Rolle in der Stimulation von TGF-β spielt [25]. Im zeitlichen Verlauf früh nach dem Infarkt 
werden die Isoformen TGF-β-1 und -2 stärker exprimiert, während TGF-β-3 später und 
länger exprimiert wird [26]. Beschriebene Effekte sind die erhöhte Synthese von 
extrazellulären Matrixproteinen bei gleichzeitiger Hemmung der MMPs 
(matrixdegradierenden Matrixmetalloproteinasen) durch TIMP (Tissue inhibitors of 
metalloproteinases) und PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor). Somit begünstigt TGF-β 
eine Fibrose [27]. Zusätzlich induziert TGF-β-1 eine Hypertrophie der Kardiomyozyten 
[28]. 
Um das Langzeitüberleben nach Myokardinfarkt zu verbessern, gilt es das kardiale 
Remodeling zu verringern. Neben einer medikamentösen Therapie, etwa mit ACE-
Hemmern und Betablockern, kommen auch zelluläre Therapien infrage. In den letzten 10 
Jahren sind die humanen multipotenten mesenchymalen Stromazellen (MSC) in den 
Fokus der Forschung gerückt. 
 
1.3. Humane Multipotente Mesenchymale 
Stromazellen 
Multipotente mesenchymale Stromazellen (MSC) sind Zellen mesodermalen Ursprungs, 
welche die Fähigkeit zur (begrenzten) Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung 
in Geweben des mesodermalen Keimblattes besitzen. Der frühere Begriff „mesenchymale 
Stammzellen“ wurde aufgegeben, da die derzeitige experimentelle Datenlage keine 
sichere Einschätzung erlaubt, ob MSC alle Stammzelleigenschaften besitzen [29, 30]. 
Trotzdem sind sie vielversprechende Kandiaten für die therapeutische Reperatur von 
Geweben mesenchymalen Urpsrungs. Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen sind 
sie ethisch weitgehend unproblematisch, einfach und in großer Zahl zu gewinnen und 
haben eine geringe Immunogenität [31].  
Die Internationale Gesellschaft für Zelltherapie hat im Jahr 2006 die Minimalkriterien 
vorgeschlagen, welche MSC definieren: (1) Adhäsion auf Kunststoffoberflächen unter 
Standardkulturbedingungen (2) spezifische Kombination von Oberflächenmolekülen, wie 
CD73,  CD90 und CD105 unter der Voraussetzung, negativ für CD14, CD34 und CD45 
oder CD11b, CD79α oder CD19 und HLA-DR zu sein sowie (3) dem Potential, in vitro zu 
Knochen, Knorpel und Fettgewebe zu differenzieren [32].  
Die drei wesentlichen Quellen zur Gewinnung von MSC sind Knochenmark [33], 
Fettgewebe [34] und Nabelschnurblut [35].  Es gelang aber auch, aus Skelettmuskulatur, 
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Gehirn [36], Spongiosa [37], Lunge [38] und Haut [39] vergleichbare Zellen zu isolieren. 
Die MSC aus Knochenmark, Fettgewebe und Nabelschnurblut wurden durch Kern et al.  
[40] hinsichtlich ihrer Eigenschaften untersucht. Morphologisch und immunphänotypisch 
konnten keine wesentlichen Unterschiede gefunden werden. Allerdings fehlte den MSC 
aus Nabelschnurblut (CB-MSC) die Fähigkeit zur Fettgewebsdifferenzierung. 
Demgegenüber beobachtete eine andere Arbeitsgruppe bei CB-MSC sehr wohl Merkmale 
von Fettzellen nach Induzierung, wenn auch in geringerem Ausmaß als bei MSC aus dem 
Knochenmark (BM-MSC) [41]. Vorteile von CB-MSC sind die hohe Proliferationskapazität, 
lange Kulturzeit und für die Patienten wenig belastenden Gewinnung. BM-MSC zeigen die 
kürzeste Kulturzeit und das niedrigste Proliferationspotential. 
Welche Funktion MSC im Organismus haben und wo genau sie überhaupt zu finden sind, 
ist derzeitig noch Gegenstand der Forschung. Problematisch ist in diesem Falle, dass es 
keinen eineindeutigen Marker gibt, der MSC beispielsweise in Gewebsschnitten 
identifizieren könnte. Somit kann man nur versuchen Zellen, zu isolieren und testen, ob 
sie die oben genannten Kriterien für MSC erfüllen. Ein mögliches MSC-Äquivalent  sind 
die Perizyten, welche Kapillaren und kleinste Gefäße umgeben. Crisan et al. [42] 
isolierten Perizyten aus verschiedensten Geweben, darunter Knochenmark, Muskel, 
Plazenta Fettgewebe, Lunge und Gehirn. Für diese Zellen konnten sie sowohl nativ und 
nach Kultivierung MSC-typische Marker als auch osteogenes, chondrogenes, adipogenes 
und myogenes Differenzierungspotential nachweisen. Da Perizyten in praktisch allen 
Organen vorkommen, würde dies auch den Nachweis von MSC in den verschiedensten 
Geweben erklären. 
Neben der Fähigkeit, Knochen-, Knorpel- und Fettgewebe zu bilden (Abb. 3), gibt es auch 
Berichte über die Differenzierung in andere mesenchymale Gewebe, wie Skelettmuskel, 
Sehne und Kardiomyozyten [43-45]. Eine Transdifferenzierung über das mesodermale 
Keimblatt hinaus ist fraglich. So konnten zwar Hofstetter et al. [46] die Umwandlung von 
MSC in neuronenähnliche Zellen beobachten, diese waren aber nicht in der Lage 




Abb. 3:  Differenzierungswege von MSC (entnommen aus: Mesenchymal stem cells 
of human adult bone marrow. Pittenger, Mark und Marshak, Daniel in: 
Stem cell biology. Marshak, Daniel; Gardner, Richard und Gottlieb, Daniel; 
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001) 
Neben ihrer geringen Immunogenität besitzen MSC auch immunmodulatorische 
Eigenschaften. So sind sie in der Lage, die Proliferation von alloreaktiven T-Zellen zu 
unterdrücken [47]. In einem Hirnischämiemodell der Maus interagierten die MSC mit den 
Immunzellen, schwächten die Entzündungsreaktion, die Immunantwort und die 
Apoptoserate ab [48]. An Mäusen mit einer experimentellen autoimmunen Enzephalitits, 
einem Modell für Multiple Sklerose, bewirkte die Injektion von MSC einen Rückgang der 
Entzündung, der Demyelinisierung und eine veränderte Zytokinsekretion der T-
Lymphozyten [49]. Bezieht man dies nun auf die Behandlung eines akuten Ereignisses, 
wie etwa eines Herzinfarktes, wären Therapien mit allogenen MSC möglich, welche 
gleichzeitig die lokale Entzündungsreaktion und die Apoptose minimieren. Tatsächlich 
konnten Du et al. zeigen, dass MSC in einem Myokardinfarktmodell der Ratte die lokale 
Entzündungsreaktion abschwächen. Die Aktivität von NF-kappa B wurde inhibiert, die 
Produktion von TNF-α und IL-6 reduziert und die Expression von antiinflammatorischen 




1.4. MSC in der Therapie des Herzinfarkts 
Die Behandlung eines Myokardinfarkts durch MSC hat bereits in Klein- [45] und 
Großtierexperimenten [51] vielversprechende Ergebnisse gezeigt. Die kontraktile 
Dysfunktion, die Infarktgröße und das kardiale Remodeling konnten reduziert werden. Die 
Apoptoserate in der Infarktgrenzzone sank und die Neubildung von Gefässen wurde 
stimuliert. Die Integration der MSC in das bestehende Myokard verlief ohne gravierende 
Nebenwirkungen, unabhängig ob die Behandlung durch intramyokardiale, intrakoronare, 
transendokardiale oder intravenöse (systemische) Injektion erfolgte. 
Über welchen Mechanismus MSC diese Effekte bewirken, ist noch nicht abschließend 
geklärt. Diskutiert wird einerseits die Transdifferenzierung von MSC zu Kardiomyozyten 
und Endothelzellen, andererseits bewirken MSC verschiedene parakrine Effekte. Diese 
lassen sich nach da Silva Meirelles [52] wie folgt einteilen: 
• Trophisch 
o Antiapoptotisch 






Einzelne Gruppen berichten von der  spontanen Transdifferenzierung der MSC zu 
kardiomyzytenähnlichen Zellen in vivo [45, 51]. Um die MSC in vitro zur 
Transdifferenzierung anzuregen, wurden verschiedene Strategien verfolgt. Eine 
epigenetische Modifikation durch 5-Azazytidin, welches die DNA-Stabilität vermindert, 
führt zu spontan schlagenden kardiomyozytenähnlichen Zellen, welche morphologisch, 
funktionell und phänotypisch Kardiomyozyten entsprechen [53], und auch eine vegetative 
Rezeptorausstattung besitzen [54]. Eine andere Herangehensweise ist die Co-
Kultivierung mit Kardiomyozyten [55] oder deren Extrakten [56]. Die Fähigkeit von MSC, 
sich zu Kardiomyozyten umzuwandeln, hängt außerdem von ihrer Herkunft ab. Humane 
MSC des Endometriums und weiße Fettzellen haben ein hohes kardiomyogenes 
Transdifferenzierungspotential [57, 58]. Bei MSC aus Nabelschnurblut hingegen konnte 
es noch nicht nachgewiesen werden [59]. Inwieweit die transdifferenzierten MSC 
allerdings zur funktionellen Regeneration des Herzmuskels beitragen, ist umstritten. Sie 
lassen sich zwar bis zu 2 Jahre im Myokard nachweisen, aber nur ein geringer Teil (0,01 
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bis 9 %) transdifferenziert wirklich in vivo zu Kardiomyozyten [60, 61], sodass deren 
Beitrag zur kardialen Regeneration als eher gering einzuschätzen ist. Ebenso verhält es 
sich mit der Transdifferenzierung zu Endothelzellen. Diese lässt sich zwar nachweisen, 
kann aber nicht das Ausmaß der Neoangiogenese erklären [62]. 
Viel wichtiger sind wahrscheinlich die parakrinen Effekte. Shabbir und Kollegen führten 
dazu ein interessantes Experiment durch: In einem Herzinsuffizienzmodell der Maus 
injizierten sie MSC oder MSC-konditioniertes Medium in eine Skelettmuskelloge. Die MSC 
waren somit ortsständig. Trotzdem wirkte sich die Behandlung positiv auf die 
Herzmuskelfunktion aus und reduzierte Apoptose und Fibrose. Es erhöhte sich die Zahl 
der Zellkerne von Kardiomyozyten und Endothelzellen im Herzen [63]. MSC sezernieren 
eine Vielzahl von Faktoren (Abb. 4). 
Um die Effektivität der MSC-Therapie zu erhöhen, gibt es verschiedene Ansätze. Diese 
lassen sich unter Präselektionierung, Präkonditionierung, genetischer Modifikation und 
adjuvanter Therapie zusammenfassen. Psaltis et al. [64] selektionierten MSC mit STRO-1 
(Stromal precursor antigen) und konnten damit das Differenzierungspotential, die 
Proliferationskapazität und die parakrine Aktivität steigern. Eine andere vielversprechende 
Methode ist die hypoxische/anoxische Präkonditionierung. Derartig vorbehandelte MSC 
wirken verstärkt antiapoptotisch und angiogenetisch und verbessern das Outcome nach 
tierexperimentellem Myokardinfarkt [65-67]. Ähnliche Ergebnisse konnte die Gruppe um Li 






Abb. 4:  Übersicht der parakrinen Effekte von MSC und der entsprechenden 
Faktoren. (bearbeitet nach da Silva Meirelles [52]) 
 
Obwohl MSC als wenig immunogen gelten, kann es zu einer moderaten lokalen 
Inflammation bei xenogener Transplantation kommen. Die Immunantwort in vitro kann 
durch vorherige Sensibilisierung mit xenogenen MSC noch verstärkt werden [69]. 
Entsprechend kann das Überleben von humanen MSC (hMSC) in Rattenherzen durch 
Immunsuppression verlängert werden [70]. 
Es liegen bisher erst wenige klinische Studien vor, welche die Effekte von MSC in der 
Herzinfarkttherapie untersuchen. Die erste veröffentlichte klinische Studie mit 69 
Patienten stammt aus dem Jahr 2004 und wurde in Nanjing, China, durchgeführt [71]. 
Chen und Kollegen injizierten autologe MSC aus dem Knochenmarkt intrakoronar bei 
Patienten mit AMI. Drei und sechs Monate nach Intervention war die linksventrikuläre 
Funktion in der MSC-behandelten Gruppe signifikant besser als in der Kontrollgruppe. 
Über schwere MSC-bedingte Nebenwirkungen wurde während des sechsmonatigen 
Beobachtungszeitraumes nicht berichtet, insbesondere über keine Arrhythmien. Daten 
einer Langzeitbeobachtung dieser Patienten wurden allerdings nicht veröffentlicht. Für 
eine klinische Applikation werden dem betroffenen Patienten autologe MSC entnommen, 
kultiviert und reinfundiert. Dabei hängt die Qualität der Stammzellen vom Alter, 
Gesundheitszustand und der genetischen Ausstattung des Patienten ab. Allogene MSC 
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ihnen der Nachteil an, eine moderate Entzündungsreaktion auszulösen. Die erste 
klinische randomisierte Studie mit allogenen MSC wurde 2009 von Hare und Kollegen 
publiziert [72]. Die Studie umfasste insgesamt 53 Patienten. Der primäre Endpunkt 
während des sechsmonatigen Beobachtungszeitraums waren therapieassoziierte 
Nebenwirkungen. Die intravenös injizierten MSC bildeten weder ektope Gewebe oder 
Tumore noch traten mehr Nebenwirkungen als in der Kontrollgruppe auf. Die Zahl der 
Arrhythmien und ventrikulären Tachykardien war sogar geringer. Entsprechend den 
Tierexperimenten konnte gegenüber der Kontrollgruppe eine verbesserte linksventrikuläre 
Ejektionsfraktion, verminderte Wandausdünnung und Remodeling beobachtet werden. 
 
1.5. CD105 (Endoglin) 
CD105 oder Endoglin ist ein 180 kDa schweres membranständiges Glycoprotein in Form 
eines Homodimers, welches über Disulfidbrücken verbunden ist [73, 74]. Exprimiert wird 
es von den verschiedensten Zellen: darunter Endothelzellen, vaskulären glatten 
Muskelzellen, mesenchymalen Stammzellen, Endokardzellen, aktivierten Makrophagen 
und  Leukämiezellen [74-78]. Es gehört zur Gruppe der Typ-III-Transforming-Growth-
Factor-β-Rezeptoren und bindet mit hoher Affinität Transforming-Growth-Factor-β (TGF-β) 
1  und 3. Dabei interagiert es mit den TGF-β-Rezeptoren I und II (TβRI und II) [79, 80]. 
Die zwei bekannten Isoformen L- und S-Endoglin, unterscheiden sich in ihrer 
zytoplasmatischen Domäne und in ihrem Verteilungsmuster in den Geweben [81, 82]. Die 
längere L-Form dominiert auf Endothelzellen und hat eine höhere 
Phosphorylierungskapazität [83]. 
Möglicherweise kommt CD105 eine wichtige Rolle in der Vaskulogenese zu. McAllister et 
al. [84] identifizierten eine Mutation des Endoglin-Gens (9q3) als Ursache der Heriditären 
Hämorrhagischen Teleangiektasie 1 (HHT1). Dabei handelt es sich um eine autosomal 
dominant vererbte Krankheit, die durch multisystemische Gefäßdysplasien und 
rezidivierende Hämorrhagien gekennzeichnet ist. CD105-Knockout-Mäuse sterben 
zwischen Gestationstag 10 und 10,5 aufgrund von Defekten in der Gefäß- und 
Herzentwicklung. Die Reifung des Dottersackgefäßplexus bleibt aus. Die Folge sind 
Hämorrhagien. Die Herzentwicklung stoppt an Tag neun und ist gekennzeichnet durch 
eine gestörte Klappenentwicklung, fehlende mesenchymale Transformation und 
Herzkissenbildung [85]. Haploinsuffiziente Mäuse (Eng+/-) überleben, imponieren aber mit 
fokalen Hämorrhagien in Leber, Lunge und Hirn sowie Teleangiektasien. Am Herzen 
wurde über hypertrophische Ventrikel und Koronararterien berichtet. Der 
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Ausprägungsgrad der HHT1 wird wahrscheinlich noch durch andere Gene beeinflusst, da 
der Phänotyp sehr unterschiedlich ausfällt [86, 87].  
Wang et al. [88] konnte CD105 auf Endothelzellen von Tumoren, fetalen Organen sowie 
auf regenerierenden und entzündeten Geweben nachweisen. In Gehirnen von Patienten 
mit Schlaganfall waren die Anzahl der CD105-postiven Gefäße und die Farbintensität in 
der Penumbra der Ischämiezone deutlich höher als in korrespondierenden gesunden 
Hirnanteilen. Die gleichen Endothelzellen waren auch positiv für VCAM-1 (Vascular cell 
adhesion molecule) einem Marker für die Endothelzellaktivierung [89]. Ähnliches ist am 
Herzen nach AMI (Mensch und Maus) zu beobachten. Die neu gebildeten Mikrogefäße im 
Infarktgebiet zeigten eine Hochregulierung von CD105 [90]. Da im Vergleich 
Endothelzellen in normalen Geweben weniger Endoglin exprimieren und proliferierende 
HUVEC mehr als konfluente, ist Endoglin als ein proliferationsassoziierter Marker 
anzusehen [91]. Damit wurde Endoglin interessant für die Krebsforschung. Und 
tatsächlich erwies sich, dass CD105 bei der histochemischen Auswertung von 
Mammacarcinomen  ein unabhängiger prognostischer Faktor für das Überleben und das 
krankheitsfreie Intervall war [92]. Auch als Ansatz zur Therapie für Neoplasien wird 
CD105 diskutiert. Da es, wie schon erwähnt, verstärkt auf Endothelzellen proliferierender 
Gewebe exprimiert wird, eignet sich CD105 zum Attackieren der Gefäßversorgung und 
Gefäßneubildung von Tumoren. Hierbei erwiesen sich in Mausmodellen sowohl 
immunotoxin- als auch radioimmunkonjugierte CD105-Anitkörper als erfolgreich und 
führten zu einer Regression [93, 94] oder zumindest einer Wachstumsverlangsamung der 
Tumore [95].  
Die Wirkmechanismen zwischen CD105 und Zelle werden intensiv erforscht und deuten 
auf ein komplexes Zusammenspiel hin. Endoglin fungiert als Hilfsrezeptor für die TβR I 
und II [96] und moduliert so die Signalübertragung von TGF-β. Im Gegensatz zu 
Betaglycan, mit dem es zu 71% strukturhomolog ist, bindet es nur TGF-β 1 und TGF-ß 3, 
nicht aber TGF-ß 2 [79]. Für die Bindung des Liganden ist die Assoziation mit TβRII 
notwendig [96]. Damit TGF-β seine Wirkung entfalten kann, sind zwei verschiedene 
Signalwege für TβRI in Endothelzellen beschrieben worden (Abb. 5): via den 
Transkriptionsfaktoren ALK-5 (Activin receptor-like kinase) und Smad 2/3 sowie via ALK-1 
und Smad 1/5. Der TβRI-ALK-5-Signalweg führt über die Phosphorylierung von Smad 2/3 
zur heteromeren Komplexbildung mit Smad 4. Dieser Transkriptionsfaktorkomplex bewirkt 
eine Inhibition der Zellproliferation und -migration. Die Aktivierung des ALK-1-Signalweges 
hat als Ergebnis eine Phosphorylierung von Smad 1/5 und gleichfalls die Bildung eines 
Komplexes mit Smad 4 zur Folge. Durch diesen Komplex kommt es allerdings auf der 
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Transkriptionsebene zu einer Aktivierung von proliferations- und migrationsassoziierten 
Genen. CD105 verschiebt das Gleichgewicht in Richtung des ALK-1-Signalweges und 
damit in Richtung Endothelzellproliferation und -migration [97]. 
 
Abb 5:  Signalweg von CD105/Endoglin in Endothelzellen. 
Arbeiten mehrerer Autoren weisen darauf hin, dass CD105 eine Bedeutung hinsichtlich 
geschädigter Arterien zukommt. So sind vaskuläre glatte Muskelzellen arteriosklerotischer 
Plaques in vivo endoglinbeladen, während glatte Muskelzellen gesunder Arterien kein 
membrangebundenes CD105 aufweisen. In vitro führte die Gegenwart von TGF-β1 zu 
einer Hochregulierung von CD105 in humanen aortalen glatten Muskelzellen [98]. Durch 
experimentelle Schädigung von Koronararterien mit Ballondilatation in Schweinen ließ 
sich eine Überexprimierung von CD105 in Endothelzellen, Myofibroblasten und glatten 
Muskelzellen induzieren. In arteriosklerotischen humanen Koronararterien wurde 
ebenfalls ein höherer Anteil von Endoglin nachgewiesen als in gesunden Arterien. Auf 
zellulärer Ebene hemmt CD105 die Migration von glatten Muskelzellen durch 
Antagonisierung von TGF-β [99]. CD105 scheint also eine Rolle in der Wahrung der 
Gefäßintegrität nach Schädigung zu spielen. 
Nicht nur die Gefäßintegrität sondern auch der Gefäßtonus kann durch CD105 beeinflusst 
werden. Es wurde als Bestandteil der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) 
identifiziert. Bei einer Haploinsuffizienz für CD105 (Eng+/-) ist die eNOS-Expression, die 
NO-Synthese  und die Vasodilatiation herabgesetzt [100].  Gleichzeitig reguliert CD105 
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auch die Expression von COX-2 (Cyclooxygenase) und moduliert damit das feine 
Zusammenspiel zwischen eNOS und COX-2 [101]. 
Bei verschiedenen Zelltypen propagiert CD105 vor allem die Zellmigration, Proliferation 
und Adhäsion [100, 102, 103]. In CD105-defizienten HUVEC war die Fähigkeit zur 
Ausbildung von kapillarähnlichen Röhren reduziert, während die Zellmortalität erhöht war. 
Das Wachstum und die Migration in Gegenwart von TGF-β waren stärker inhibiert als in 
nicht CD105-supprimierten Zellen. Dies stützt wiederum die These, dass CD105 die TGF-
β-Wirkung antagonisiert [103]. Ähnliches zeigte sich in murinen Endothelzellen, die 
verschiedenen Stimuli zur Angiogenese ausgesetzt waren. Hier reagierten die 
heterozygoten Zellen schwächer als normale Endothelzellen. In vivo waren die kapilläre 
Neubildung und die Reperfusion  nach Ischämie der Hinterbeine reduziert [100]. In einem 
Myokardinfarktmodell der Maus war die Angiogenese im Infarktgebiet von heterozygoten 
Mäusen niedriger im Vergleich zu Wildtypmäusen [90].  
Unter Hypoxiebedingungen werden die Promotoraktivität des Endoglingens, die 
Transkription und die Expression von CD105 gesteigert. Dieser Effekt ist in der 
Gegenwart von TGF-β umso stärker ausgeprägt. Die Folge ist ein antiapoptotischer Effekt 
auf die Zellen [22, 104]. Übereinstimmend damit konnten Warrington et al. [105] an 
murinen und humanen Endothelzellen zeigen, dass nach Bestrahlung und Hypoxie in 
CD105-defizienten Zellen der proapoptotische Marker p53 stärker und der anti-


















Tabelle 1: Funktion, Eigenschaften und Vorkommen von CD105/Endoglin 
Funktion • Bindung von TGF-β I und III 
• Hilfsrezeptor der TGF-β-Rezeptoren I und II 
• Modulation des TGF-β-Signals 
Vorkommen • Mesenchymale Stammzellen 
• Endothelzellen 
• Glatte Muskelzellen 
• Endokardzellen 
• Makrophagen u.a. 
Eigenschaften • Antiapoptotisch 
• proangiogenetisch 
• Hochreguliert unter Hypoxie 
• Fördert: 




1.6. Voraussetzungen und Ziele 
Multipotente mesenchymale Stromazellen haben ihr regeneratives Potential nach 
Myokardinfarkt in einer Vielzahl von Experimenten und einigen klinischen Studien 
bewiesen. In dieser Arbeit soll untersucht werden, inwieweit eine Präselektionierung von 
CD105-positiven hMSC aus Nabelschnurblut die Effekte verbessern kann. Insbesondere 
soll die Wirkung von CD105 auf die Angiogenese im Herzen in vitro und in vivo beleuchtet 
werden. Lässt sich dadurch ein verbessertes Überleben der MSC unter hypoxischen 
Bedingungen, ähnlich der Periinfarktzone, errreichen? Weiterhin soll überprüft werden, ob 
CD105 als Modulator der TGF-β-Signalübertragung das pathologische Remodeling des 
Herzens verringern kann.  
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2.  Material und Methoden 
2.1. Tiere und Tierhaltung 
Bei der verwendeten Tierart handelt es sich um C.B-17 SCID-Mäuse (Nomenklatur: C.B-
17/lcr-Prkdcscid/lcrlcoCrl,Charles River, Deutschland). Die Tiere waren in der prä- und 
postoperativen Phase im Institut für experiementelle Chirurgie der Medizinischen Fakultät 
an der Universität Rostock untergebracht. Sie wurden in Käfigen mit freiem Zugang zu 
Wasser und sterilem Standardfutter gehalten. Spezielle Holzfasern (Fa. Altron) und 
Zellstoff dienten als Streu bei regelmäßigem Wechsel. In den Räumen herrschte ein 12-
Stunden-Tag-Nacht-Zyklus. 
Der Antrag zur Durchführung von Tierversuchen mit definierten hMSC beim Herzinfarkt 
wurde am 03.09.2007 beim Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und 
Fischerei Mecklenburg-Vorpommern eingereicht und am 26.09.2007 genehmigt 
(Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-036/07). 
 
2.2. Versuchsdurchführung 
2.2.1. Experimentelles Design 
SCID-Mäuse (männlich, 20±1 g) wurden nach dem Zufallsprinzip einer der drei folgenden 
Gruppen zugeordnet: 
• Herzinfarktkontrollgruppe (MI-C, n = 10) 
• Herzinfarkt behandelt mit humanen mesenchymalen Stammzellen aus 
Nabelschnurblut (MI-CB, n = 10) 
• Herzinfarkt behandelt mit CD105-angereicherten humanen mesenchymalen 
Stammzellen aus Nabelschnurblut (MI-CB105, n = 10).  
Sechs Wochen nach der Operation wurden die Mäuse euthanasiert und die Herzen zur 
histologischen Auswertung weiterverarbeitet. 
 
2.2.2. Vorbereitung und Durchführung der Operation 
Die Mäuse wurden durch die intraperitoneale Applikation von Tribromethanol (Avertin® 
0,35 mg/kg) anästhesiert. Der Thorax wurde rasiert. Die Augen sollten durch Auftragen 
von Bepanthen®-Creme (Roche, Grenzach) vor dem Austrocknen geschützt werden. Für 
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die Operation wurde die Maus in Rückenlage auf einer Wärmeplatte durch Klebestreifen 
fixiert und die Körpertemperatur über eine Rektalsonde kontrolliert. Die endotracheale 
Intubation erfolgte unter Spontanatmung. Der  Mouse Ventilator MiniVent Type 845 (Hugo 
Sachs Apparatus GmbH) diente als Beatmungsgerät. Die Maus wurde mit 120 
Atemzügen pro Minute und einem Tidalvolumen von 180 µl beatmet. Zur Überprüfung der 
Herzfunktion und zur Erfolgskontrolle der späteren Koronararterienligation erfolgte eine 
kontinuierliche EKG-Überwachung. 
Der Hautschnitt wurde in Höhe des 4. Interkostalraumes gesetzt, die Muskelfaszie 
mobilisiert und die Mm. pectorales transversal durchtrennt. Nach dieser linkslateralen 
Thorakotomie wurde das Perikard gefenstert. Unmittelbar distal des linken Herzohres 
wurde nun die linke absteigende Vorderwandarterie (LAD = left anterior descendend) 
umstochen und permanent ligiert (Prolene 8-0, Ethicon). Als Erfolgskontrolle für die 
Induktion eines Infarktes dienten typische EKG-Veränderungen und die Abblassung des 
Infarktgebietes (siehe Abb. 6). Direkt im Anschluss an die Ligation des LAD erfolgte die 
Injektion von 400.000 hCB-MSC suspendiert in BD Matrigel® Matrix beziehungsweise BD 
Matrigel® Matrix allein. Injiziert wurden in die Grenzzone zwischen Infarkt (abgeblasst) und 
vitalem Myokard vier Mal 5 µl mit einer speziellen Kanüle mit epikardialem Stopper um 
eine Herzwandperforation zu verhindern. SHAM-operierte Tiere erhielten zwar die 
Matrigelinjektion aber keinen Herzinfarkt. 
 A B 
Abb 6:  A: Aufsicht auf das Mäuseherz nach Ligatur (dünner Pfeil) mit sichtbar 
abgeblassten Infarktgebiet (dicker Pfeil), B: Injektion (dünner Pfeil) der 
MSC in die Grenzzone des Infarktes (dicker Pfeil). 
Nach Entlüftung der Pleurahöhle mittels Überdruckbeatmung wurde der Thorax mit 
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Prolene 8 – 0 verschlossen. Die Adaptation der Muskelschichten und der dazugehörigen 
Faszie geschah mit dem gleichen Nahtmaterial. Zum Schluss wurde die Haut mit einer 
resorbierbaren Naht (Safil violett, DS 19, BBraun) verschlossen. 
Zur postoperativen Analgesie wurde Novaminsulfon (4 Tropfen/300 ml Wasser) 
verabreicht. 
Nach Ablauf von sechs Wochen wurden die Tiere schleißlich durch Gabe von 5 % KCl-
Lösung euthanasiert, die Herzen entnommen und kryokonserviert. 
 
2.2.2.1. Materialien 
Tabelle 2: Für die operative Versuchsdurchführung benötigte Materialien 
Bezeichnung Spezifikation/Kat.-Nr. Firma 
OP-Platte, beheizbar HI 1220 Leica 
Stereo-OP-Mikroskop OPM 241F Carl Zeiss 
EKG Vicom SM Marquette Hellige 
Mouse Ventilator MiniVent  Typ 845 Hugo Sachs Apparatus GmbH 
Rektalsonde - - 
Nachstarschere nach Vannas 8 mm, gerade AESCULAP 
Mikrofederschere 120 mm, gebogen AESCULAP 
Nagelhautschere 90 mm, gebogen, extrafein AESCULAP 
Mikropinzette Uhrmacher 110 mm AESCULAP 
Anatomische Pinzette 115 mm, sehr fein AESCULAP 
Chirurgische Pinzette - AESCULAP 
Mikro-Nadelhalter 160 mm, gebogen AESCULAP 
Wundspreizer 50 mm AESCULAP 
Mikroliterspritze Modell RN Hamilton 
Mikrokanüle 33 Gauge, Modell RN Hamilton 
Mikrokanüle 25 Gauge BD Microlance 
Prolene 8 - 0 Nicht resorbierbar Ethicon 
Safil violett, DS 19 resorbierbar B. Braun 
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Tabelle 3: Medikamente 
Medikament Spezifikation/Kat.-Nr. Firma 
Tribromethanol Avertin Sigma Aldrich 
Bepanthen®-Creme  - Roche 
Isotone Kochsalzlösung 
(NaCl 0,9 %) 
- B. Braun Melsungen AG 
Kalium-Chlorid (99,5%)  - Merck 
Sauerstoff für medizinische 
Zwecke 
- Messer Griesheim 
Stickstoff für medizinische 
Zwecke 
- Messer Griesheim 




Es wurden vier horizontale Gewebeschnitte (Abb. 7) des kryokonservierten Herzens 
(Dicke 5 µm) mittels eines Kryo-Mikrotoms angefertigt und auf Obkjektträger überführt. 
Zur Infarktgrößenbestimmung erfolgte eine Färbung der Schnitte mit Sirius Red (Kollagen; 
Sigma-Aldrich) und Fast Green FCF (Herzmuskelgewebe; Division Chroma, Münster, 
Germany).  
Abb. 7: Darstellung (links) der vier Schnittebenen am kryokonservierten Herz. 
Grafische Auswertung (rechts) der mit Sirius Red und Fast Green 
gefärbten Schnitte. Infarktgewebe (rot; blau umrandet), vitales Myokard 
(grünblau; rot umrandet) 
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Dafür wurden die Schnitte zunächst in 10 % Formalin für 10 min bei Raumtemperatur 
fixiert und im Anschluss mit destilliertem Wasser gewaschen. Es erfolgte im ersten Schritt  
die Färbung mit 0,1 % Sirius-Red-Arbeitslösung für drei Minuten und anschließend die 
Färbung mit 0,1 % Fast-Green-Arbeitslösung für 10 Minuten. Beiden Durchgängen folgte 
ausgiebiges Waschen mit destilliertem Wasser. Die Entwässerung geschah mittels einer 
aufsteigenden Alkoholreihe und Überführung in das Intermedium Xylol. Zum Schluss 
wurden die Schnitte mit Medite Pertex® eingedeckt und mit einem Deckglas verschlossen. 
Die Schnitte wurden lichtmikroskopisch fotografiert. Die beiden Herzebenen, die der 
Region mit der größten Infarktausdehnung entsprachen, wurden mit Hilfe einer Software 
(Axiovision LE Rel. 4.5, Zeiss, Jena, Germany) planimetrisch vermessen. Hierbei erfolgte 
zunächst die Bestimmung der Infarktausdehnung, welche sich rot darstellt (Sirius Red) 
und dann die Größe des gesunden Myokards, grün (Fast Green) dargestellt (Abb. 7). Aus 
diesen beiden Werten wurde die relative Infarktgröße berechnet. 
 
2.2.3.1. Materialien 
Tabelle 4: Färbung mit Siriusred und Fastgreen 
Material Spezifikation/Kat.-Nr. Firma 
Destilliertes Wasser Aqua dest Baxter S.A. 





Objektträger Glasobjektträger Marienfeld 
Xylol Xylene J.T. Baker 
Ethanol Ethanol 100% UKR 
Sirius Red Siriusred F3BA, 09400 Division Chroma 
Fast Green Fastgreen FCF, F 7258 Sigma-Aldrich 
Stocklösung „Färbung“ 1% Pulver Färbung 1g 




Stocklösung „Färbung“ 1% 10ml 
1% Pikrinsäure, 10ml 




Eindeckmittel Pertex®, 41-4010-00 Medite 
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2.2.4. Bestimmung der kapillären Dichte 
Zur Ermittlung der kapillären Dichte mittels Immunfluoreszenz wurden je Herz zwei 
Schnitte mit der größten Infarktausdehnung mit polyklonalen Ziegen-CD31-Antikörper 
(Santa Cruz) als Primärantikörper gefärbt. Als fluorochromgekoppelter 
Sekundärantikörper wurde Alexa-Fluor® 468 (Molecualar ProbesTM) eingesetzt. 
Nach dem Waschen der Objektträger mit PBS wurden die Schnitte mit Formalin 1 %  für 
10 min bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss an einen zweimaligen Waschvorgang 
mit PBS von fünf und zehn Minuten Dauer erfolgte die Blockade  der endogenen 
Peroxidase. In einem zweiten Schritt mittels Immersion in 2M HCl  für 30 min bei 37°C 
wurde die spätere Färbeintensität durch Demarkierung der Antigene verstärkt. Im 
Anschluss an einen PBS-Waschvorgang wurden die Schnitte mit 40 µl CD31-Antikörper-
Lösung (Zusammensetzung siehe Materialien) bei 4°C über Nacht inkubiert. Schnitte, 
welche nur mit Verdünnungspuffer inkubierten, dienten als Negativkontrolle. Am nächsten 
Tag wurde der Sekundärantikörper Alexa-Fluor® 568 hinzugefügt und bei 37°C über drei 
Stunden belassen. Im dritten Schritt wurden die Schnitte nun mit DAPI gegengefärbt 
(Raumtemperatur, 15 min). Zuletzt wurden 10 µl Fluorosave-Lösung aufgetropft, die 
Schnitte mit einem Deckglas bedeckt und die Ränder mit Nagellack versiegelt. 
Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde zunächst die Qualität der Färbung beurteilt. In 
zwei zusammenhängenden Schnitten mit der größten relativen Infarktausdehung wurden 
jeweils zwei Bereiche näher untersucht: Zum einen die Grenzzone zwischen Infarkt und 
vitalem Myokard sowie eine Region mit maximaler Entfernung zum Infarkt (Remote-
Zone), welche vom Remodeling am wenigsten betroffen war. In diesen Zonen wurden 
jeweils 5 zufällig ausgewählte ROI’s (region of interest) ausgewertet und die Kapillarzahl 
je High Power Field bestimmt (HPF, 400x Vergrößerung). 
 
2.2.4.1. Materialien 
Tabelle 5: CD31 und DAPI 
Material Spezifikation/Kat.-Nr. Firma 
PBS 04-362500 PAA 
Paraformaldehyd 1% - - 
Peroxidase Block Lösung Peroxidase Block Reagent Buffer DAKO 
Antigen-Retrival-Lösung HCl, 2M UKR 
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Protein Block Lösung Protein Block Serum-free Reagent DAKO 
CD31-Antikörperlösung Anti goat CD31 PECAM-1( M 20),  
sc-1506   2 µl 




Alexa-Fluor® 568-Lösung Alexa-Fluor® 568 anti goat 2 µl 
PBS    700 µl 
- 
DAPI-Lösung (1 µg/ml) DAPI (5 mg/ml in DMF)  2 µl 
PBS    10 ml 
- 
Fluoreszenzschutz Fluorsave Reagent, 345789 Calbiochem 
 
 
2.3. Gewinnung und Kultivierung humaner 
mesenchymaler Stammzellen 
2.3.1. Gewinnung und Charakterisierung von hMSC 
Die humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) wurden durch die Arbeitsgruppe von 
Frau Dr. Bieback an der Universität Mannheim im Rahmen des START-MSC-Projektes 
zur Verfügung gestellt. Wie bereits ausführlich beschrieben [40] wurden die hMSC aus 
Knochenmark des Femurschaftes beziehungsweise des Beckenkamms (bone marrow; 
BM-MSC), aus Fettgewebe von Fettabsaugungen (adipose tissue; AT-MSC) und aus 
Nabelschnurblut (cord blood; CB-MSC) gewonnen. In Passage 3 standen sie für 
Experimente bereit.  
Die verwendeten hMSC wurden im Vorfeld durch o.g. Arbeitsgruppe bezüglich ihres 
Differenzierungspotentials und ihres Immunphenotyps untersucht. Hierbei zeigten alle drei 
Gruppen die typischen MSC-Marker CD44, CD73, CD29, CD90, CD105 und CD106. 
Hämatopoetische Marker, wie CD14, CD34 und CD45, wurden nicht exprimiert. BM- und 
AT-MSC besaßen die Fähigkeit zur Differenzierung  zu Knochen-, Fett- und 
Knorpelgewebe. CB-MSC fehlte die Fähigkeit zur Fettgewebsdifferenzierung. 
Zusätzlich zu diesen Zellen wurden in den in-vitro-Experimenten BM-MSC aus dem 
Sternum von Patienten gewonnen, welche sich einer Herzoperation mit Sterniotomie 
unterzogen. Die weitere Isolation und Charakterisierung der hMSC entspricht dem zuvor 
beschriebenen Procedere [40]. 
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2.3.2. Kultivierung von hMSC 
Die in 20 % DMSO eingefrorenen hMSC wurden im Wärmebad soweit aufgetaut bis nur 
noch ein kleiner Eiskern erkennbar war. Anschließend wurden sie mit einer Pasteurpipette 
tröpfchenweise in ein 15-ml-Falcon-Röhrchen mit 10 ml Stammzellmedium MSCGM 
(LONZA, Basel, Schweiz) überführt. Um das DMSO zu entfernen, wurden die Zellen 
zentrifugiert und nach Verwerfen des Überstandes in 1 ml MSCGM resupendiert. Danach 
erfolgte die Aussaat mit einer Dichte von 3000-5000 Zellen/cm2 in Kulturflaschen. Der 
Mediumaustausch erfolgte alle zwei bis drei Tage. Die Passage erfolgte nach Erreichen 
einer Konfluenz von 80-90 %.  
 
2.3.3. Magnetseparation (MACS®) 
Die Magnetseparation ist ein Zellseparationsvefahren (MACS®, Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Deutschland) bei welchem gegen spezifische Oberflächenantigene gerichtete 
Antikörper mit superparamagnetischen Microbeads gekoppelt werden. Da die MicroBeads 
biologisch abbaubar sind, verändern sie weder Struktur, Funktion noch  Aktivität der 
separierten Zelle. Die mit den entsprechenden Antikörpern inkubierten Zellen passieren 
als Einzelzellsuspension eine Säule mit MACS®-Matrix in einem starken Magnetfeld. 
Während nicht antikörperbesetzte Zellen die Säule ungehindert durchlaufen, werden die 
markierten Zellen im Magnetfeld zurückgehalten. Bei der positiven Selektion werden die 
zurückgehaltenen Zellen anschließend aus der Säule ausgewaschen und für weitere 
Experimente verwendet (Abb. 8)[106]. 
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Abb. 8: Prinzip der Magnetseparation: (A) Eine Zellsuspension passiert die 
MACS®-Säule in einem starken Magnetfeld. Mit MicroBeads markierte 
Zellen werden zurückgehalten. Rote Zellen = mit MicroBeads markiert, 
weiße Zellen = ohne MicroBeads. (B) Die zuvor zurückgehaltenen Zellen 
werden aus der Säule ausgewaschen. 
 
Das Ziel des durchgeführten Experiments war, hMSC mit Hilfe von CD105 MicroBeads 
positiv zu selektionieren. Die kultivierten hMSC wurden bei ca. 90 % Konfluenz trypsiniert 
und als Einzelzellsuspension in ein 2 ml Eppendorf-Gefäß mit MACS-Puffer überführt. 
Nach der Zellzählung in einer Neubauerzählkammer wurden die Zellen mit 400 × g bei 
4 °C für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert, das Zellpellet in 160 µl 
MACS-Puffer pro 500.000 Zellen resuspendiert und 40 µl CD105 MicroBeads pro 
500.000 Zellen hinzugefügt. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen für 30 min bei 4 °C 
auf einem Schüttler. Zur Unterbrechung der Inkubation wurde das Röhrchen mit MACS-
Puffer aufgefüllt, bei 400 × g, 4 °C für 10 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und in 
500 µl MACS®-Puffer pro 1 Mio. Zellen aufgenommen.  
Die Zellsuspension wurde nun auf eine MACS®-MS-Säule gegeben. Ein 
Präseparationsfilter verhinderte, dass Zellklumpen die Säule verstopften. Nach 
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dreimaligem Spülen der Säule mit je 500 µl MACS®-Puffer wurde die Säule aus dem 
Magneten entfernt, 1 ml MACS®-Puffer auf die Säule gegeben und die in der Säule 
befindlichen Zellen eluiert. Die so gewonnene CD105-Positivselektion wurde erneut auf 
eine unbenutzte Säule gegeben und der Vorgang wiederholt, um eine höhere Reinheit zu 
erreichen.   
Die so selektierten Zellen wurden in einer Neubauerzählkammer gezählt. Mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie erfolgte die Überprüfung der Zellen auf ihre Reinheit. Dazu wurde 
die Positivfraktion mit der unselektierten und der depletierten Fraktion, verglichen (vgl. 
Kapitel Durchflusszytometrie).  
 
2.3.4. Materialien 
Tabelle 5: Materialien für die Kultivierung 
Materialbezeichnung Spezifikation/Kat.Nr. Firma 
MSCGM BulletKit® PT3001 LONZA 
Trypsin/EDTA 10%  PAA 
PBS, pH 7,2 04-362500 PAN 




Tabelle 6: Materialien für die Magnetseparation 
Materialbezeichnung Spezifikation/Kat.Nr. Firma 
CD105 MicroBeads 130-051-201 Miltenyi Biotec 
MACS®-Puffer PBS, pH 7,2 
0,5% Bovine Serum Albumin (A7906-
566) 





MACS®-MultiStand 130-042-303 Miltenyi Biotec 
MS Columns 130-042-201 Miltenyi Biotec 
OctoMACSTM Separation Unit 130-042-109 Miltenyi Biotec 
Pre-Separation Filters 130-041-407 Miltenyi Biotec 
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2.4. Lipofektion mit Antisense-ODN 
2.4.1. Antisense-Oligodesoxynukleotide 
Ziel des Experimentes war, die Expression von CD105 durch Blockade der mRNA zu 
unterdrücken. Sogenannte Antisense-Oligodesoxynukleotide (ODN), die komplementär 
zum Startcodon des Zielgens sind, werden via Transfektion in die Zelle eingeschleust. Im 
Zytoplasma hybridisieren sie mit der entsprechenden mRNA und führen je nach 
chemischer Struktur zu einer Degradation der mRNA durch RNAse-H oder blockieren die 
Translation durch sterische Effekte (Abb. 9). ODN sind Einzellstrang-DNA von kurzer 
Länge (13-25 Nukleotide). Das Rückgrat beruht auf einer Phosphodiesterbindung, die 
chemisch modifiziert werden kann. Die am weitesten verbreitete Modifikation ist die 
Substitution eines nicht brückenbildenden Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom. Man 
bezeichnet das als Phosphorothioat-ODN. Diese und die Phosphodiester-ODN führen 
intrazellulär zu einem RNAse-H-bedingten Abbau des RNA-Stranges des RNA/DNA-
Komplexes. Andere Modifikationen, wie Methylphosphonate-ODN, PNA-(peptide nucleic 
acids) ODN oder Morpholino-ODN bewirken keine Aktivierung der RNAse H. 
Abb. 9: Antisense-ODN: Die Antisense-Oligodesoxynukleotide binden im 
Zytoplasma an das Startcodon der mRNA und verhindern somit die 
Translation. 
Die im Experiment benutzten ODN waren Phosphorothiat-ODN mit der Antisense-
Sequenz 5'-ATGCTGTCCACGTGGG-3'. Als Kontrolle fungierte ein sogenanntes 
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Scrambled-ODN mit den gleichen Basen in einer „verrührten“ Reihenfolge (5'-
ACTCGTGCTACGGTGG-3'), die mit keinem bekannten menschlichen Gen 
übereinstimmt. Die ODN wurden in einem automatischen DNA-Synthesizer 




Unter Transfektion versteht man das Einbringen von fremder DNA in eine Zelle. Eine 
Methode der Transfektion ist die Lipofektion. Hierbei wird die DNA durch kationische 
Liposomen umschlossen. Die Liposomen fusionieren mit der Zellwand der Zielzellen und 
die DNA wird ins Zytoplasma freigesetzt. Bei dem verwendeten Lipofektionsreagens 
handelt es sich um Lipofectamine 2000. 
Vor der Transfektion wurden die Zellen passagiert, gezählt und in 6-Well- oder 24-Well-
Platten ausgesät. Erreichten die Zellen nach ein bis drei Tagen eine Konfluenz von 80 %, 
wurde transfiziert. Vor Transfektion wurden die 2 ml (24-well: 500 µl) MSCGM pro Well 
durch frisches Medium ersetzt.  
8,1 µl (1,62 µl) ODN und 10 µl (2 µl) Lipofectamine 2000 wurden jeweils mit MSCBM 
(serumfrei) auf 250 µl (50 µl) verdünnt. Nach dem Zusammenführen der ODN- und der 
Lipofectamine-2000-Lösung wurde für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, sodass sich 
die ODN-Liposomenkomplexe formen konnten. Der Ansatz wurde vorsichtig resuspendiert 
und auf die hMSC-Zellkultur gegeben. Die Kulturen wurden bei 5 % CO2 und 37 °C für 
24 Stunden inkubiert. Danach wurde das Medium gewechselt und die transfizierten Zellen 
standen für weiterführende Experimente zur Verfügung. 
 
2.4.3. Materialen 
Tabelle 7: Materialien für Lipofektion mit ODN 







LipofectamineTM 2000 11668-019 (1,5 ml) Invitrogen 
MSCBM - Lonza 
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2.5. Apoptosebestimmung in vitro 
Es wurde in zwei Teilexperimenten die Apoptoserate der hMSC unter 
Hypoxiebedingungen gemessen. Im ersten Teil wurde wie bei den In-vivo-Versuchen 
CD105-tragende CB-MSC mittels MACS angereichert und mit einer nicht angereicherten 
Population verglichen. Im zweiten Teil wurden AT-MSC aus humanem Fettgewebe 
verwendet, von denen eine Gruppe durch Antisense-ODN weniger CD105 exprimierte. 
Bei einer Konfluenz von 70-80% wurde MSCGM gegen MSCBM (serumfrei) ausgetauscht 
und für 36 Stunden unter hypoxischen Bedingungen kultiviert.  
 
2.5.1. Hypoxiekammer 
Zur Apoptoseinduktion wurden die Zellen nach Aussäen in 24-Well-Platten in serumfreiem 
Medium in einer Hypoxiekammer platziert. Durch diese wurde für 30 min ein Stickstoff-
95 %/Kohlendioxid-5 %-Gasgemisch geleitet. Nach Verschluss beider Ventile wurde die 
Kammer für 36 Stunden im Inkubator bei 37 °C bebrütet.  
 
2.5.2. Tunelfärbung 
Apoptose ist ein Prozess, bei dem eine Zelle durch ein komplexes Programm in den 
Zelltod übergeht. Dieser, auch programmierter Zelltod genannte Vorgang, ist durch 
verschiedene mikroskopische, biochemische als auch molekularbiologische Zeichen 
charakterisiert. Dazu zählen u.A. das Schrumpfen der Zelle, die Kernpyknose, die 
Chromatinkondensation und Abschnürungen der Zellmembran mit Vesikelbildung [107]. 
Auf DNA-Ebene kommt es durch Endonukleasen zu einer Fragmentation der DNA in 
Teilstücke zwischen 180-200 bp [108]. 
Der TUNEL(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)-Assay misst 
diese DNA-Fragmente, indem durch das rekombinante Enzym terminale 
Desoxynukleotidyltransferase (rTdT) wird Fluorescin-12-dUTP am 3'-OH-Ende der DNA 
angefügt [109]. Mittels direkter Fluoreszensmikroskopie können die apoptischen Zellen 
erfasst werden. 
Die für die TUNEL-Färbung vorgesehen hMSC wurden in 24-Well-Platten auf runden 
Deckgläschen ausgesät. Nach vorheriger Transfektion und Inkubation in der 
Hypoxiekammer (vgl. 2.4. und 2.5.1.) wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 
Formalin 4 % fixiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen wurden die Zellen mit 0,1 % 
Triton-X100 für 15 min permeabilisiert, gewaschen und mit je 100 µl Equlibrierungspuffer 
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stabilisiert. Anschließend wurden 25 µl TdT-Reaktionsmix, bestehend aus 22 µl 
Equilibrierungspuffer, 2,5 µl Nukleotidmix und 0,5 µl rTdT-Enzym auf die Zellen gegeben 
und bei 37 °C in einer feuchten Kammer für 60 min inkubiert. Ab diesem Schritt muss die 
Lichtexposition so gering wie möglich gehalten werden. Die Reaktion wird mit Standard 
Saline Citrate (SSC) abgestoppt. Die Zellen werden mehrmals gewaschen, bevor mit 
Propidiumjodid (1 µg/ml in PBS) gefärbt wird. Nach Waschen mit destilliertem Wasser, 
Einbetten in Fluorsave® (Calbiochem, Cat#: 345789) und Abdecken mit Deckgläschen 
(18 × 18 mm) können die Proben unter einem Fluorenszenzmikroskop ausgewertet 
werden. 
Es wurden je Probe 20 HPF ausgezählt. Zuerst wurden die TUNEL-positiven grün 
fluoreszierenden apoptotischen Zellen (Wellenlängenbereich 520 nm) gezählt und 
anschließend durch Zählung der Propidiumjodid-positiven rot fluoreszierenden Zellen 
(Wellenlängenbereich >620nm) die Gesamtzellzahl bestimmt. 
 
Tabelle 8: Materialien für Apoptosebestimmung 
Materialbezeichnung Spezifikation/Kat.Nr. Firma 




Fluorsave 345789 Calbiochem 
Stickstoff für medizinische 
Zwecke 
- Messner Griesheim 
Kohlendioxid für 
medizinische Zwecke 
- Messner Griesheim 
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2.6. Durchflusszytometrie zur Bestimmung der 
CD105-Expression 
2.6.1. Funktionsweise eines Durchflusszytometers 
Bei der Durchflusszytometrie können in Suspension vorliegende Partikel oder Zellen mit 
Hilfe eines Laserstrahles analysiert werden. Die Suspension wird durch eine Kapillare 
geleitet, wobei der Flüssigkeitsstrom durch hydrodynamische Fokussierung so dünn ist, 
dass Zelle für Zelle hindurchtritt. Trifft der Laserstrahl auf eine Zelle, wird das Licht 
einerseits gestreut und abgelenkt (Abb. 10), andererseits kann Licht durch Fluoreszenz 
emitiert werden, sofern entsprechende Fluroeszenzfarbstoffe an die Zelle gebunden sind. 
So ist eine Analyse von bis zu 100.000 Zellen in der Minute möglich. 
Abb. 10: Prinzip der Durchflusszytometrie: Die Zellen einer Einzelzellsuspension 
werden durch eine Messküvette geleitet. Durch hydrodynamische 
Fokussierung werden diese wie an einer Perlenschnur aufgereiht und 
passieren mehrere Laserstrahlen. (bearbeitet nach Betriebsanleitung 
FACSScan®) 
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Das Streulicht (Scatter), welches durch die Zelle hindurchtritt, wird als Vorwärtsstreulicht 
(Forward Scatter; FSC) bezeichnet und ist ein Maß für die Größe der Zelle. Das 
Seitwärtsstreulicht (Side Scatter, SSC) hingegen erlaubt Aussagen über die Granularität 
der Zelle. 
 
2.6.2. Bestimmung der CD105-Expression 
Humane MSC wurden ein bis drei Tage vorher in 6-Well-Platten ausgesät. Wenn die 
Konfluenz bei etwa 80 % lag, wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Accutase® 
von der Oberfläche gelöst. Nach Zentrifugation und Zellzahlbestimmung wurden die 
Zellen in FACS-Puffer aufgenommen, erneut zentrifugiert und mit ProteinBlock® (DAKO, 
Deutschland) behandelt. Nach wiederholtem Waschen und Zentrifugation wurde das 
Zellpellet in Anti-CD105-PE (ABCAM) oder -APC (Serotec) sowie in FACS-Puffer 
aufgenommen (Verhältnis 1:10). Die Inkubation erfolgte bei 4 °C und Dunkelheit für 
30 min. Danach wurde dreimal gewaschen und zentrifugiert. Die Zellen wurden in FACS-
Puffer aufgenommen und noch am gleichen Tag analysiert. Die durchflusszytometrische 
Messung wurde am LSR II (BD Biosystems) vorgenommen und mit der FACSDiva-
Software (BD) analysiert.  
 
2.7. Tube Forming Assay 
Zur Durchführung dieses Assays wurde Wachstumsfaktor-reduziertes BD MatrigelTM (BD 
Bioware, Bedford, MA, USA) verwendet. Matrigel wird aus Engelbreth-Holm-Swarm-
Maussarkomzellen extrahiert und besteht hauptsächlich aus Laminin, Collagen IV, 
Heparansulfat-Proteoglykane und Entactin [110]. Damit entspricht es weitgehend der 
extrazellulären Matrix. Außerdem enthält es verschiedene Wachstumsfaktoren wie TGF-
β-1, Epidermale growth factor, Insuline like growth factor und andere [111]. In den 
durchgeführten Experimenten wurde wachstumsfaktorreduziertes Matrigel verwendet. 
Es wurden drei Gruppen verglichen:  
• hMSC, behandelt mit CD105-Antisense-ODN, (CD105-, n=3) 
• hMSC , behandelt mit CD105-Scrambled-ODN(CD105+, n=3) 
• eine Kontroll-Gruppe (n=3). 
Humane mesenchymale Stammzellen in Zellkultur wurden trypsinisiert, zentrifugiert und 
gezählt mit anschließender Aufnahme in EGM-2 (Endothelial growth medium, LONZA, 
Basel, Schweiz). Anschließend wurden ca. 70. 000 Zellen in 200 µl Matrigel suspendiert 
und jeweils gleichmäßig in den Kammern eines 4-Well-Objektträgers verteilt (4-Well-
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chamber slides, Lab-Tek, Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Dänemark). Anschließend 
wurde für 30 min im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach Verfestigung des 
Gels wurden 200 µl EGM-2 pro Kammer appliziert und die Zellen weiter inkubiert. Das 
Medium wurde täglich gewechselt. Pro Kammer wurden zwölf Photos am Tag angefertigt, 
je sechs auf Objektträgerebene und in der Mitte des Gels. Insgesamt wurde über sieben 
Tage beobachtet. Die Vermessung der Netzwerklänge und Zellzählung erfolgte mit Hilfe 
der ImageJ-Software. 
 
2.8. Echtzeit-Azidifikation und Impedanz von hMSC 
in vitro 
Die Silikonchiptechnologie erlaubt es, das Verhalten von Zellen in vitro zu untersuchen. 
Durch Einsatz des metabolic chip SC 1000 in Verbindung mit dem Online-Analyse System 
Bionas® 2500 (Bionas®, Rostock, Deutschland) lassen sich pH-Wertveränderungen und 
der Sauerstoffverbrauch in der Umgebung der Zellen in Echtzeit bestimmen. Außerdem 
lässt sich mit Hilfe einer Impedanz die Adhärenz der Zellen charakterisieren. Diese 
Methode ist nicht invasiv und benötigt keine Zusätze an Antikörpern oder anderen 
Reagentien, die das Verhalten der Zellen beeinflussen könnten.  
hMSC wurden im Duplikat direkt auf dem Chip ausgesät, sodass sie innerhalb von 24 
Stunden eine Konfluenz von circa 80% erreichten. Das verwendete Medium entsprach 
einem pufferfreien Medium (bikarbonatfrei, 1 mM HEPES, 0,1% FCS, 10.000 U Penicillin, 
10 mg/ml Streptomycin) mit einem pH-Wert von 7,4 und einer Osmolarität von 
290 mosm/kg. Dieses wurde periodisch erneuert. Eine Zykluslänge betrug 8 min (4 min 
Pumpen, 4 min Stop) und blieb über die gesamte Dauer des Versuchs von 24 Stunden 
konstant. In der Stopphase erfolgte die Messung. Abbauprodukte wie Lactat oder CO2 
sowie der Sauerstoffverbrauch der Zellen führen zu einer Veränderung des 
Sauerstoffgehaltes und einer Ansäuerung des Mediums. Die Ansäuerung wurde mit Hilfe 
von SFET (Sensitive Field Effect Transistors) gemessen. Die Angabe der 
Azidifikationsrate erfolgt als Verhältnis gegenüber der Basalrate in Prozent. Dank des 
IDES-Bauelements (Interdigitated electrode structures) lässt sich die Zellimpedanz 
bestimmen. Diese ist abhängig von den Zell-Zell-Kontakten, der durch die Zellen 
bedeckten Elektrodenoberfläche, dem Abstand der Zellmembran von der Elektrode, den 
isolierenden Eigenschaften der Zellen und der Leitfähigkeit des verwendeten Mediums 
[112]. Die beiden letztgenannten Punkte bleiben während eines Experiments mit der 
gleichen Zellgruppe konstant, sodass eine Änderung der Impedanz eine Aussage über die 
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Konfluenz, die Adhäsion und die Interzellkontakte erlaubt. Für Versuche in Hypoxie 
wurden die Zellen in einer Stickostoffumgebung untersucht. Am Ende wurden die Zellen 
mit 0,2% Triton X-100 abgetötet. 
 
2.9. Software 
In Abhängigkeit vom verwendeten Mikroskop beziehungsweise Gerät war es erforderlich, 
unterschiedliche Software zur graphischen Auswertung zu nutzen: 
• Axiovision LE Rel. 4.5, Zeiss, Jena: Infarkgrößenvermessung 
• Leica Application Suite: Kapilläre Dichte, TUNEL 
• Image J (National Institut of Health, USA): Tubeforming Assay 
• FACS-Diva (BD Biosystems): Durchflusszytometrie. 
 
2.10. Statistische Auswertung 
Für die statistische Analyse wurde SigmaPlot 10.0 (Chicago, USA) verwendet. Die 
Ergebnisse erscheinen jeweils als Mittelwert ± Standardfehler. Bei der Analyse von 
mehreren Gruppen wurde die Einweg-Varianzanalyse (ANOVA) ausgeführt, gefolgt von 
einem entsprechenden post hoc Verlgeichstest (Holm-Sidak, multiple Dunn-Test, Turkey 
test). Bei der Analyse von zwei Gruppen, fand der Student's t-test Anwendung. P-Werte 
kleiner 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. 
 
2.11. Material im Allgemeinen 
Tabelle 9: Allgemeine Materialien 
Materialbezeichnung Spezifikation/Kat.Nr. Firma 
Zentrifuge groß Multifuge 1 S-R Heraeus 
Zentrifuge klein Centrifuge 5417R Eppendorf 
Tischzentrifuge Galaxy Mini Centrifuge VWR International 
Laminar Flow Station Safeflow 1.2. BIO AIR 
INSTRUMENTS 
Brutschrank 9040-0026 Binder 
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Lichtmikroskop DM LB Leica 
Digitalcamera DC 200 Leica 
Kryo-Mikrotom CM1850 Leica 
Confocal Mikroskop SP2 Confocal Microscope Leica 
Micropipette Verschieden Größen Eppendorf 
Multipipette plus - Eppendorf 
Pasteurpipette - Roth 
Tisch-Shaker Vortex-Genie 2, G-560E Scientific Industries 
Platten-Shaker 3015 GFL 
Kühlschrank 4°C  GRAM 
Tiefkühlschrank -20°C Premium Nofrost Liebherr 
Tiefkühlschrank -80°C Hera freeze Heraeus 
Flüssigstickstoffcontainer Chronos 0092 Messer 
Falcon Cellstar 15 ml, 188-26 
Cellstar 50 ml, 227-261 
Greiner-one 
6-/24-Well Platte Cellstar, Cat.#  657160/662160 Greiner -one 





3.  Ergebnisse 
3.1. Infarktgröße 
Die Ligation der LAD resultierte in einem Myokardinfarkt der linksventrikulären 
Vorderwand. Die typischen histologischen Befunde, wie Ausdünnung der linken Herzwand 
und Kollagenablagerung (Rot, Sirius Red), sind sechs Wochen nach Infarkt deutlich 
sichtbar (Abb. 11). Gesundes Herzgewebe ist in den Schnitten grün dargestellt (Fast 
Green). Die Infarktgröße ist als prozentualer Anteil der Gesamtherzmuskelfläche 
abgebildet. 
          MI-C           MI-CB       MI-CB105+ 
Abb. 11:  Korrespondierende Schnitte der Herzen 6 Wochen nach Myokardinfarkt 
ohne (MI-C) oder mit Injektion von hMSC (MI-CB und MI-CB105). Rot 
gefärbt sind Gebiete mit Kollagenablagerung respektive Infarkt. Grün-türkis 
entspricht gesundem Herzmuskel.  
Ziel der Infarkgrößenbestimmung war, festzustellen, ob injizierte CD105-angereicherte 
hMSC aus Nabelschnurblut (MI-CB105+) Einfluss auf die Größe des Infarktareals haben. 
Verglichen wurde diese Gruppe mit einer Gruppe, die mit nicht angereicherten hMSC aus 
Nabelschnurblut (MI-CB) behandelt wurde, und einer Kontrollgruppe ohne Zellinjektion 
(MI-C). Wie in Abbildung 12 gezeigt, ist das Infarktareal bei Injektion von CD105-
angereicherten hMSC signifikant kleiner gegenüber der Kontrollgruppe (MI-CB105+ 
19,62 ± 1,56 % vs. MI-C 25,48 ± 2,63 %, p < 0,05). Nicht angereicherte hMSC bewirken 




Abb. 12:  Die Infarktgröße ist als prozentualer Anteil an der Herzmuskelschnittfläche 
dargestellt. Mit CD105-angereicherten hMSC aus Nabelschnurblut (MI-
CB105+) zeigen eine signifikante Reduktion des Infarktareals gegenüber 
der Kontrollgruppe (MI-C). Nicht angereicherte Nabelschnurblut-hMSC 
bewirken keinen signifikanten Effekt. Mittelwert ± Standardfehler, * p < 0,05 
vs. MI-C, n=7 
 
3.2. Kapilläre Dichte 
Die kapilläre Dichte in der Grenzzone im Infarktareal wurde bestimmt, um zu ermitteln, ob 
CD105 angereicherte MSC einen positiven Effekt auf die Anzahl der Kapillaren in 
unmittelbarer Nachbarschaft des Infarktes haben. Weiterhin wurde die Kapillarzahl in der 
Remote-Zone gemessen. In der Grenzzone ist die kapilläre Dichte der MI-CB105+-Gruppe 
signifikant größer als in den beiden anderen Gruppen (Abb. 13 und 14). Zwischen MI-C 
und MI-CB besteht kein statistisch greifbarer Unterschied. Bei der Betrachtung der 
Remote-Zone findet sich ein ähnliches Bild. Die MI-CB105+-Gruppe hat eine signifikant 
höhere kapilläre Dichte gegenüber den beiden anderen Versuchsgruppen, die sich nicht 
messbar voneinander unterscheiden. 
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Abb. 13: Kapilläre Dichte in Kapillaren/HPF. MI-CB105+ zeigt in der Grenz- und 
Vergleichszone eine signifikant höhere kapilläre Dichte als MI-C und MI-






Abb. 14: Repräsentative Bilder der CD31-Färbung aus der Grenzzone in Höhe der 
Ebene C. Links: Kontrollgruppe, Mitte: MI-CB, Rechts: MI-CBCD105+, 
Vergrößerung 400× 
3.3. Echtzeitazidifikation und Zelladhäsion unter 
Hypoxie 
Zur Echtzeitevaluation des Zellenergiestoffwechsels unter hypoxischen Bedingungen 
wurden hMSC auf Chips ausgesät, welche sowohl die Ansäuerung als auch die 
Zelladäsion Zellen messen können. Da es in einem ischämischen Infarktareal zu einem 
ausgedehnten Zelluntergang kommt, sobald der pH-Wert unter 6,5 sinkt, ist insbesondere 
die Ansäuerung der Zellumgebung von essentieller Bedeutung. Ziel der Untersuchung 
war es, herauszufinden, ob sich CD105-angereicherte Zellen unter Hypoxie bezüglich des 
pH-Wertes anders verhalten als normale CB-hMSC. 
In Abb. 15 sind die Ergebnisse des Versuches unter Hypoxie dargestellt. Die Angabe der 
Azidifikationsrate erfolgt in Prozent relativ zur Basalrate der Zellen unter Normoxie 
(dargestellt als gepunktete Linie). Wie ersichtlich ist, zeigen normale hMSC eine deutlich 
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höhere Azidifikationsrate als vergleichbare angereicherte hMSC. Dieser signifikante 
Unterschied (* p < 0,05 CB gegenüber CB105 von 2 h bis 24 h) bleibt über den gesamten 
Versuchsverlauf erhalten. Die maximale Azidifikationsrate wird bei 6 h mit 186 ± 29 % 
erreicht. Nach 24 h war diese bis auf 138 ± 11 % abgesunken. Angereicherte hMSC 
hingegen zeigen keine gesteigerte Azidifikationsrate unter hypoxischen Bedingungen. 
Diese liegt entweder im Bereich der Basalrate oder sogar darunter. 
 
Abb. 15: Azidifikationsrate von CB-hMSC und CD105-angereicherten CB-hMSC 
(CBCD105) unter 24 h Hypoxie. CB-hMSC zeigen eine signifikant höhere 
Azidifikationsrate zwischen 2 h und 24 h gegenüber CD105 angreicherten 
CB-hMSC (* p < 0,05).  
Die Zellimpedanz ist ein Maß für die Zelladhäsion. Je höher die Impedanz, desto mehr 
Zellen als auch Zell-Zell-Kontakte sind vorhanden. In den durchgeführten Versuchen ist 
die Impedanz relativ zur Impedanz unter Normoxie dargestellt (Abb. 16). Es ist zu 
beobachten, dass die Impedanz der CD105+-CBMSC mit Beginn der Hypoxie abnimmt 
und sich über die Versuchsdauer von 24 h auf einem Niveau zwischen 82 ± 4 % und 
91 ± 6 % bewegt. Demgegenüber steigt die Impedanz der CBMSC kontinuierlich bis auf 
ein Niveau von 112 ± 6 % an. Die Unterschiede zwischen beiden Gruppen sind bis auf die 




Abb. 16: Impedanz von CB-hMSC und CD105-angereicherten CB-hMSC (CBCD 
105) unter 24 h Hypoxie. CB-hMSC zeigen eine signifikant höhere 
Impedanz/Zelladäsion zwischen 2 h und 24 h gegenüber CD105 
angreicherten CB-hMSC (* p < 0,05). 
 
3.4. Apoptose in vitro 
Die Apoptose nach 36 h Hypoxie wurde mit Hilfe eines TUNEL-Assays bestimmt. In zwei 
separaten Experimenten wurden zunächst hMSC aus Nabelschnurblut mit CD105-
angereichertem desselben Ursprungs verglichen. Im zweiten Versuch wurde CD105 
durch Antisense-DNA (Antisense) geblockt und dann mit der Scrambled-Gruppe und einer 
Kontrollgruppe ohne DNA-Transfektion verglichen. 
Im ersten Experiment (Abb. 17) zeigte sich, dass die CD105-selektierten hMSC eine 
signifikant verringerte Apoptoseaktivität gegenüber den nicht selektierten hMSC 
aufwiesen (CB 10,31 ± 2,21 % gegenüber CB105+ 5,59 ± 1,55 %, p < 0,05). 
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Abb 17: Apoptotische Zellen in Prozent nach 36 h Hypoxie. CB: hMSC aus 
Nabelschnurblut, CB105: CD105 angereicherte hMSC aus 
Nabelschnurblut, * p < 0,05 
Im zweiten Versuch (Abb. 18 und 19) wiesen die mit CD105-Antisense-DNA behandelten 
hMSC mehr Apoptosen auf als vergleichbare hMSC, die nur mit Scrambled-DNA 
transfiziert wurden (Antisense 4,29 ± 0,86 % gegenüber Scrambled 1,71 ± 0,40 % 
p < 0,05). Die Kontrollgruppe, die nur mit Lipofektionsreagentien, aber nicht mit DNA 
behandelt wurde, wies einen tendenziell geringeren Anteil apoptotischer Zellen als die 




Abb 18: Apoptotische Zellen in Prozent nach 36 h Hypoxie und Serumentzug. 
Partiell CD105-geblockte hMSC (Antisense) weisen eine signifikant höhere 
Apoptoserate auf als hMSC, die mit Scrambled-DNA behandelt wurden, 
* p < 0,05 
 Antisense         Scrambled   Kontrolle 
Abb. 19:  Repräsentative Bilder der TUNEL-Färbung (grün) an hMSC nach 36 h 
Hypoxie in der oberen Reihe; untere Reihe: gleicher Bereich mit 






Um die Effizienz der Transfektion abschätzen zu können wurde parallel zur DNA auch mit 
einem Plasmid transfiziert, welches für das GFP (Green Flourescent Protein) codiert. 
Unter dem Floureszenzmikroskop (Abb. 20) wurde nach 24h der Anteil fluoreszierender 
Zellen (= transfizierter Zellen) ermittelt. 
       A               B  
Abb. 20: hMSC 24 h nach Transfektion mit einem GFP-Plasmid. (A) 
Lichtmikroskopische Aufnahme, (B) Fluoreszenzmikroskop im 520 nm-
Emissionsfilter 
Im exemplarischen Versuch betrug der Anteil der transfizierten Zellen 11,8 ± 1,7 %. 
Die Expression von CD105 nach Transfektion wurde durchflusszytometrisch überprüft. 
Wie in Abbildung 21 ersichtlich, konnte keine Reduktion der CD105-Expression gefunden 
werden. Der Anteil der CD105-positiven Zellen entspricht in allen drei Gruppen ca. 90% 
(Antisense 91,2 ± 2,4 %, Scrambled 88,7 ± 3,0 % und Kontrolle 91,2 ± 2,8 %) 
 





3.6. Tube forming Assay 
Für den Tube forming Assay wurden aus Fettgewebe und Knochenmark stammende 
hMSC verwendet und mit Antisense-ODN behandelt, wie weiter oben beschrieben. 
Anschließend erfolgte die Aussaat der Zellen in Matrigel®, Beobachtung über sieben Tage 
und tägliche Fotodokumentation. Ziel war es, zu untersuchen, ob sich die drei Gruppen, 
CD105+(Scrambled), CD105-(Antisense) und Kontrollgruppe (ohne ODN), hinsichtlich 
ihrer angiogenetischen Eigenschaften unterscheiden (Abb. 22). 
    CD105+         CD105-         Kontrolle 
Abb. 22: Netzwerkformation unter dem Lichtmikroskop (400x) 
In Abbildung 23 ist der Verlauf der Netzwerklänge pro Gesichtsfeld über sieben Tage 
dargestellt. In allen drei Gruppen verzehnfacht sich die Netzwerklänge von Tag eins bis 
Tag sieben. Hierbei lässt sich allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den 
einzelnen Gruppen feststellen. Zwischen Tag vier und sechs liegt die Netzwerklänge der 
Gruppe CD105+ tendenziell über der der Gruppe CD105-. Am Tag sieben nivelliert sich 
dieser Effekt allerdings wieder.  
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4.  Diskussion 
 
4.1. CD105 verringert die Infarktgröße und erhöht 
die Angioneogenese 
CD105 ist Modulator des TGF-β-Signalweges und proangiogenetischer Marker. Es sollte 
untersucht werden, inwieweit CD105-präselektionierte hMSC das kardiale Remodeling 
und die Angiogenese nach Myokardinfarkt beeinflusst. 
Als Modell wurde der experimentell induzierte Myokardinfarkt an der Maus gewählt. Die 
induzierte Infarktgröße in den Kontrolltieren entspricht in etwa denen in der Literatur [113, 
114]. Die CB-MSC wurden direkt in die Grenzzone des Infarktes implantiert. Henning und 
Kollegen hatten untersucht, welche Applikationsart für Nabelschnurblutzellen (UCBC) am 
effektivsten in der Therapie eines Herzinfarktes an Ratten ist. Die intramyokardiale 
Applikation von 4.000.000 Zellen erwies sich hier als die Effektivste [115]. Das Herz einer 
Ratte ist etwa zehnmal größer als das der Maus, sodass sich für ein Zehntel der Dosis 
entschieden wurde. Da CD105 besonders in der Infarktfrühphase vermehrt von 
Endothelzellen exprimiert wird, erscheint die Gabe im unmittelbaren Anschluss an die 
LAD-Ligatur sinnvoll [116]. 
Als Basis dieser Arbeit dienten die Erkenntnisse von Kern et al., welche zeigen konnten, 
dass CB-MSC weniger CD105 exprimieren als BM-MSC. Unter Verwendung der gleichen 
Zellen konnten diese Unterschiede in der FACS-Analyse reproduziert werden und es 
stellte sich die Frage, ob dies Auswirkungen auf das regenerative Potential der CB-MSC 
in der Myokardinfarkttherapie hat [40, 117, 118]. Es gibt aber auch Arbeiten, die keine 
Unterschiede zwischen CB- und BM-MSC gefunden haben. Entsprechend diesen 
Arbeiten exprimieren weit über 90 % der CB-MSC CD105 [119, 120]. Chen et al. [119] 
hatten allerdings die MSC nicht aus dem Nabelschnurblut sondern aus Wharton-Sulze 
gewonnen, sodass es sich um eine andere Zellpopulation handeln könnte. Kadam et al. 
[118] diskutierten die Möglichkeit, dass die MSC-Populationen durch CD105-positve 
Endothelzellen kontaminiert sind. Sie selbst hatten nur CD105-negative MSC gefunden. 
Um eine Immunantwort auf die injizierten humanen CB-MSC zu verhindern, fiel die Wahl 
auf immundefiziente SCID-Mäuse. Nach 6 Wochen wurden die Mäuse euthanasiert und 




Durch die Applikation von CD105+-angereicherten CB-MSC kam es zu einer signifikanten 
Verringerung der Infarktgröße gegenüber der Kontrollgruppe. Für die Therapie mit 
unbehandelten CB-MSC war die Verbesserung nur tendentiell. CD105 ist ein Modulator 
der TGF-β-Signalübertragung. In der Infarktnarbe korreliert ein erhöhter Nachweis von 
TGF-β1 und Smad2, 3 und 4 mit einer verstärkten Kollagenablagerung [121]. CD105 
könnte diesen Signalweg hemmen. Es wurde beschrieben, dass CD105 die Fibrose unter 
in-vitro-Bedingungen reduzieren kann. Guerrero-Esteo und Kollegen [102] zeigten, dass 
die Überexpression von CD105 auf Mausfibroblasten über eine Hemmung von PAI-1 zu 
einer verminderten Produktion von Extrazellulärmatrix führt. Außerdem verschiebt CD105 
die Signalübertragung von TGF-β-1 in Richtung des ALK1/Smad1/5-Weges durch 
Hemmung des ALK5/Smad3-Weges, welcher als Ziel das PAI-1-Gen hat [122]. Induziert 
man bei PAI-1-Knockout-Mäusen einen Myokardinfarkt, ist die Fibrose im Rahmen des 
kardialen Remodelings deutlich geringer ausgeprägt als in Wildtypmäusen [123]. Dieser 
Mechanismus könnte die kleinere Infarktnarbe bei mit CD105-angereicherten CB-MSC 
behandelten Tieren erklären. Auch in anderen Zellen, wie etwa Chondrozyten [124] oder 
glomerulären Mesangialzellen [125], führt eine Überexpression von CD105 zu einer 
Hemmung der Produktion von EZM. 
Es gibt allerdings auch Publikationen, die in die andere Richtung weisen und CD105 eine 
profibrotische Rolle zuschreiben. Chen et al. [126] wiesen eine Hochregulation von 
CD105 durch Inkubation von kardialen Fibroblasten mit Angiotensin II nach. CD105 
vermittelte in diesem Fall eine vermehrte Kollagen-1-Produktion und Inhibition von MMP-
1. Dass nur diese beiden Substrate als Indikatoren für den Umsatz der EZM bestimmt 
wurden, schränkt die Aussagekraft dieses Experimentes ein. So ist nicht auszuschließen, 
dass der antifibrotische Effekt von CD105 über einen anderen Mechanismus vermittelt 
wird. 
In Fibroblasten von Patienten mit systemischer Sklerose konnten Morris und Kollegen 
[127] eine Hochregulation von CD105 zeigen und vermuten eine profibrotische Wirkung 
via des ALK1/Smad1-Signalweges. Einschränkend bemerken sie aber, dass bei der 
systemischen Sklerose eine Vielzahl von Störungen in der TGF-β-Signalübertragung 
vorkommt. In gesunden Fibroblasten hat CD105 keinen verstärkenden Einfluss auf die 
Kollagenproduktion. Dagegen wurde in einer früheren Publikation durch eine andere 
Arbeitsgruppe die Hochregulation von CD105 bei der systemischen Sklerose als 
Ausdruck eines negativen Feedbackmechanismus gesehen, welcher die weitere Induktion 
von profibrotischen Genen durch TGF-β verhindert [128]. 
Zusammenfassend ist  festzustellen, dass die Infarktgröße durch Implantation von 
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aufgereinigten CD105+ CB-MSC verkleinert werden konnte. Wahrscheinlich wird diese 
Wirkung über Modulation der TGF-β/ALK/Smad-Signalstrecke erzeugt. Der genaue 
Mechanismus, wie CD105+-CB-MSC ihren positven Effekt in der Behandlung von 
infarziertem Myokard entfalten, bleibt Gegenstand der Forschung. Sinnvoll wäre eine 
molekulargenetische Aufklärung, inwieweit die Signalwege in CD105-überexprimierenden 
MSC verändert sind und ob sich durch Kokultivierung mit Kardiomyozyten 
beziehungsweise kardialen Fibroblasten die EZM-Produktion beeinflussen lässt. 
 
Für die Messung der Kapillardichte zeigte sich ein ähnliches Bild wie in der 
Infarktgrößenbestimmung. In der CD105+-CB-MSC-Gruppe ist die Kapillarzahl sowohl in 
der Infarktgrenzzone als auch im übrigen Myokard signifikant höher als in der Kontroll- 
und der CB-Gruppe. CB-MSC selbst konnten gegenüber der Kontrollgruppe keine 
signifikante Erhöhung der Kapillardichte bewirken. 
Dieses Ergebnis deckt sich mit einer Studie aus dem Jahr 2006 von Warrington et al., in 
der CD105-haploinsuffizienten Mäusen ein Myokardinfarkt induziert wurde und die 
Auswirkungen auf Postinfarktangiogenese und die Herzfunktion untersucht wurden. In 
den haploinsuffizenten Mäusen war CD105 weniger hochreguliert, die Kapillardichte im 
Infarktgebiet geringer und die Herzfunktion schlechter.  Einem Teil der haploinsuffizienten 
Mäuse wurden humane mononukleäre Zellen (MNC) von gesunden Patienten 
beziehungsweise Patienten mit einer heriditären hämorrhagischen Teleangiektasie 1 
(HHT-1), also mit einem Endoglinmangel, systemisch implantiert. Nach Applikation der 
gesunden MNC kam es zu einer signifikanten Erhöhung der Kapillardichte und 
Verbesserung der Herzfunktion. Unter HHT-1-MNC-Gabe blieb dieser Effekt aus. Das 
Homing der MNC in das Infarktgebiet war gleichfalls schlechter [90]. Von den MNC ist nur 
ein geringer Teil als MSC anzusehen. Darüber hinaus bestehen weitere methodische 
Unterschiede, wie die fehlende Kultivierung der Zellen prätherapeutisch, die Verwendung 
von CD105-haploinsuffizienten Mäusen und die Immunsuppression mittels Tacrolimus. 
Trotzdem zeigen Warringtons Ergebnisse und die hier vorgelegte Studie, dass eine 
Minderexpression von CD105 in den applizierten Zellen zu einem schlechteren Outcome 
nach Myokardinfarkt führt. 
Auch scheint CD105 gerade in der Frühphase nach Infarkt eine besondere Rolle zu 
spielen, da es hier in den proliferierenden Endothelzellen hochreguliert ist [116]. 
Die Ansicht, dass CD105 die Proliferation und Migration von Endothelzellen und HUVEC 
und damit die Angiogenese fördert, wird durch verschiedene In-vitro-Versuche gestützt 
[97, 103-105]. Die Signalmodulation erfolgt analog zu der bereits weiter oben 
Diskussion 
57 
beschriebenen CD105/ALK1/SMAD1/5-Signalkaskade [129]. Zwei einzelne Publikationen 
widersprechen dieser Sichtweise zwar nicht in der Art der aktivierten Signalkaskade, aber 
in deren Ergebnis. Pece-Barbara [130] und Lee [131] fanden eine verminderte 
Proliferation und Migration von Endothelzellen, welche kein CD105 exprimieren. 
Wahrscheinlich adaptieren sich der TGF-β-Rezeptorkomplex und seine nachgeschalteten 
Signalmoleküle in unterschiedlicher Weise, je nach Technik, über die CD105 
ausgeschaltet wurde. Die beiden letztgenannten Arbeitsgruppen sammelten embryonale 
Endothelzellen von CD105-defizienten Mausembryos (MEEC), die sonst am 
Gestationstag 10 gestorben wären. Es sind also Zellen die primär an das Fehlen von 
CD105 angepasst sind. Im Gegensatz dazu verwendeten die erstgenannten Gruppen 
siRNA, Antisense-ODN oder -DNA. Hier handelt es sich somit um Endothelzellen, in 
denen CD105 sekundär eliminiert und dem vorher physiologisch funktionierenden 
Rezeptorkomplex entzogen wird. Dies kann die widersprüchlichen Ergebnisse erklären. 
Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die Expression von CD105 ein 
Unterscheidungsmerkmal im Regenerationspotential von CB-MSC hinsichtlich der 
Angiogenese nach Myokardinfarkt ist. Zu klären bleibt, über welchen Mechanismus MSC 
diese Wirkung entfalten, da wahrscheinlich nur ein geringer Teil der MSC selbst an der 
Angiogenese Teil nimmt. Anzunehmen ist, dass dies über die parakrine Sekretion von 
Faktoren erfolgt. Für zukünftige Arbeiten wäre eine Versuchsanordnung mit Kokultivierung 
von MSC und Endothelzellen denkbar. Durch Vergleich mit CD105-überexprimierenden 
Zellen sollte auf pro- und antiangiogenetische Faktoren, die direkte Zell-MSC-Interaktion 
und Transdifferenzierung von MSC getestet werden. 
 
4.2. Echtzeitazidifikation und Zelladhäsion 
Mit Hilfe des BIONAS-Systems lassen sich bestimmte Veränderungen sowohl im 
Zellmetabolismus als auch in der –morphologie in Echtzeit beobachten. Ziel dieses 
Versuches war es, herauszufinden, ob CD105-angereicherte CB-MSC (CD105+-CB-MSC) 
hypoxische Bedingungen besser tolerieren als normale CB-MSC. Als Parameter wurde 
die Veränderung des extrazellulären pH-Wertes (Azidifikationsrate) gewählt. Da unter 
Hypoxie keine Atmung stattfinden kann, ist allein die Glykolyse Ursache der Ansäuerung. 
Die resultierende Laktatproduktion führt nach Sekretion in den Extrazellulärraum zu einem 
Abfall des pH-Wertes. Die ansteigende Glykolyse deutet damit auf einen erhöhten 
Metabolismus der Zelle hin. Dies kann zum einen eine erhöhte Aktivität der Zelle als 
Ursache haben, aber auch eine Stressantwort dieser Zelle sein. So ist zu beobachten, 
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dass Neuroblastomzellen kurz vor dem Zelltod einen erhöhten Metabolismus zeigen 
[132]. Der zweite Parameter, welcher untersucht wurde, ist die Impedanz. Diese ist ein 
Maß für die Zell-Zell-Kontakte und Adhäsion der Zellen.  
Unter Hypoxie zeigte sich, dass die CB-MSC gegenüber den CD105+-CB-MSC eine 
deutlich erhöhte Ansäuerungsrate aufwiesen und somit auch eine erhöhte metabolische 
Aktivität. Gleichzeitig stieg auch ihre Impedanz gegenüber den CD105+-CB-MSC. 
Mylotte und Kollegen fanden heraus, dass MSC unter hypoxischen Bedingungen länger 
überleben (> 48 h) als Kardiomyozyten. Dabei wiesen sie eine deutlich gesteigerte 
Glykolyse auf, um so den ATP-Vorrat stabil zu halten und ihr Überleben zu sichern [133].  
Die Ergebnisse zeigen, dass die Azidifikationsrate der CD105+-CB-Gruppe sogar 
zunächst abfällt. Das deutet darauf hin, dass sie ihren Metabolismus herunterregulieren. 
Eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen ist die Eigenschaft von CD105, 
antiapoptotische Faktoren, wie Bcl-2 oder Bcl-xl, hochzuregulieren. Bcl-2 führt zu einer Art 
metabolischem Arrest der Zelle, sodass weniger ATP verbraucht wird, weniger Glykolyse 
notwendig ist und eine intrazelluläre Ansäuerung verhindert wird [134, 135]. 
Weiterhin zeigt sich, dass die Ansäuerungsrate der nicht CD105 angreicherten CB-MSC 
von anfänglich 180% der Basisrate langsam auf 140% fällt. Dies könnte ein Indiz dafür 
sein, dass sich die Glukosevorräte erschöpfen. Der Anstieg der Zelladhäsion wirkt in 
diesem Zusammenhang zunächst widersprüchlich. Dieser Widerspruch ist aber der 
Messmethode geschuldet. Das Medium auf den Zellen wird zyklisch ausgetauscht, 
sodass kein saures Milieu entsteht und die Zellen unter gesteigerter Glykolyse 
proliferieren können. In einem ischämischen Myokardareal findet sich aber eine nur 
unzureichende Perfusion, sodass es zu einer progressiven Ansäuerung und in dessen 
Folge zum Zelluntergang kommt. 
Das wird auch durch die eigenen Apoptoseversuche unterstrichen, in denen MSC mit 
geringerer CD105-Expression eine höhere Apoptoserate nach 36 h Hypoxie haben. 
Zusammenfassend gibt dieser Versuch Indizien, dass Hypoxie bei CD105-
präselektionierten CB-MSC  zu einem reduzierten Metabolismus führt, gekennzeichnet 
durch eine verminderte Glykolyse. Dieses Verhalten kann in einer Umgebung, wie dem 
hypoxischen Myokard, als Überlebensvorteil gelten. 
Der genaue Mechanismus, über den CD105 in den Stoffwechsel der MSC eingreift, sollte 







Im Gegensatz zu den vorherigen Experimenten mit einer Verstärkung der CD105-
Expression durch Selektionierung einer CD105-Positivfraktion aus CB-MSC wurden nun 
die von Natur aus CD105-hochexprimierenden MSC aus Fettgewebe gewählt, um die 
CD105-mRNA mittels Antisense-Oligodesoxyribonukleotid (ODN) zu blockieren.  Mit 
dieser entgegengesetzten Methodik war zu verifizieren, ob die Expression von CD105 
tatsächlich ein Unterscheidungsmerkmal im Regenerationspotential mesenchymaler 
Stammzellen ist. Die MSC wurden mittels Lipofektion (Lipofectamin 2000) transfiziert. 
Diese Methode ist einfach anzuwenden und besitzt in den verschiedensten Zelltypen 
hohe Transfektionsraten. In hMSC liegt diese bei bis zu 35 % bei gleichzeitig niedriger 
Toxizität. Außerdem verlieren die MSC auch nach Lipofektion nicht ihre Multipotenz [136]. 
Im exemplarischen Versuch mit GFP-Plasmiden zeigte sich eine Transfektionseffizienz 
von circa 10 %. Das liegt zwar deutlich unter der maximalen in der Literatur 
beschriebenen Rate von 35 %, lässt sich aber mit der fortgeschrittenen Passage erklären. 
Auch Madeira et al. [136] stellten fest, dass die Zahl GFP-positiver MSC mit zunehmender 
Passage abnimmt, wobei aber die Zahl der transfizierten intrazellulären GFP-Plasmid-
Kopien konstant bleibt. Die Ursache hierfür ist wohl auf Transkriptionsebene zu suchen. 
Der genaue Mechanismus dafür ist nicht bekannt. 
Die Transfektionsrate von 10 % konnte mittels Durchflusszytometrie nicht bestätigt 
werden. Es waren keine signifikanten Unterschiede in der CD105-Expression feststellbar. 
Eine Erklärung dafür könnte sein, dass die Antisense-ODN zwar transfiziert wurden und 
auch zur Translationsblockade von CD105 geführt haben, der Effekt jedoch nicht groß 
genug war, um durchflusszytometrisch erfasst zu werden.  
Die verwendete Antisense-ODN wurde in zwei anderen Arbeiten erfolgreich eingesetzt 
und führte zu einer Reduktion der CD105-Expression von 60 % sowohl im 
Durchflusszytometer als auch im Western Blot [103, 104].  Die Gruppe um Kim und 
Kollegen identifizierte außerdem small interfering RNA als effektive Methode um eine 
transiente Blockade zu erreichen [137]. 
Andere mögliche Transfektionsmethoden sind die Elektroporation oder virale Vektoren. 
Letztere waren für den hier untersuchten Gegenstand ungeeignet, da ein entsprechender 
Vektor in seiner Herstellung sehr aufwändig und zudem potentiell mutagen ist. Die 
Elektroporation zeigt wiederholt hohe Transfektionsraten von bis zu 60 % in hMSC, 
allerdings bei hoher Zellletalität von ebenfalls 60 % [138, 139]. Die hohe Toxizität war 
auch der Grund, sich gegen die Elektroporation zu entscheiden. Eine weniger aggressive 
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Transfektionmethode sind sogenannte modifizierte Polyaminoester. Laut Literatur haben 
sie eine ähnliche Transfektions- und toxizitätsrate wie die Lipofektion, sind aber nicht 
kommerziell verfügbar [140]. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich 10 % der hMSC mittels Lipofektion 
transfizieren ließen. Obwohl sich durchflusszytometisch keine Verringerung der CD105-
Expression zeigt, kann man von einem Effekt ausgehen, da sich die CD105-geblockten 
Zellen in den Experimenten ähnlich verhielten, wie nicht angereicherte Zellen.  
 
4.4. CD105 reduziert die Apoptose unter Hypoxie 
Li et al. [104] hatten über einen Antisense-Ansatz CD105 in humanen dermalen 
mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) antagonisiert und waren zu dem Ergebnis 
gekommen, dass in humanen Endothelzellen eine verminderte Expression von CD105 zu 
einer höheren Apoptoserate unter Hypoxiebedingungen in vitro führt. Darüber hinaus 
konnten sie eine Hochregulation bei Hypoxie von CD105 auf RNA- und Proteinebene 
nachweisen. In die gleiche Richtung weisen Untersuchungen von Warrington und 
Kollegen [105]. Laut dieser Publikation wirkt CD105 antiapoptotisch in bestrahlten 
Endothelzellen unter Hypoxie. Um die Reaktion der hMSC in Abhängigkeit von ihrer 
CD105-Expression unter Hypoxie zu analysieren, wurde eine Hypoxiekammer genutzt, in 
der durch Flutung mit Stickstoff der Sauerstoff ausgetauscht wurde. Dies sollte die 
Bedingungen im ischämischen Herzmuskel simulieren. Es wurden Zellen sowohl Zellen 
nach MACS®-Anreicherung als auch nach Antisense-ODN-Blockade von CD105 
untersucht. Nach 36 h konnte gezeigt werden, dass in beiden Teilexperimenten die 
Apoptoserate in der mit CD105+-CB-MSC angereicherten Population und in der Gruppe 
mit nicht blockierter CD105-Expression geringer ist. Somit ist eine vermehrte Expression 
von CD105 mit einem besseren Überleben der MSC unter Hypoxie verbunden. 
Die gemessene  Apoptoserate bewegt sich mit 2 bis 10 % der Zellen im Bereich anderer 
vergleichbarer Arbeiten, in denen die Apoptoserate von 2,5 bis 15 % reicht [141, 142]. Die 
Vergleichbarkeit ist allerdings durch unterschiedliche Dauer der Hypoxie, Seren und 
anderer Apoptosenachweismethoden eingeschränkt. Potier et al. setzten die Zellen länger 
(48 h) hypoxischen Bedingungen und Serumentzug aus. Als Apoptosenachweis wurde ein 
Kit mit Calcein AM benutzt und danach die apoptotischen Zellen mikroskopisch 
ausgezählt. Die höhere Apoptoserate in dieser Arbeit von circa 12 % lässt sich gut mit der 
längeren Hypoxiedauer vereinbaren. Rosova und Kollegen setzten die Zellen nur für 16 h 
Hypoxie und Serumentzug aus. Zur Messung der Apoptoserate wurde eine 
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durchflusszytometrisch gestützte Methode mit Annexin V verwendet, welche eine andere 
Sensitivität und Spezifität als der in der eigenen Arbeit eingesetzte TUNEL-Assay hat. 
Nach Blockade von CD105 mittels Antisense-ODN liegt die Apoptoserate zwischen 2 und 
4 %, während sie in der Negativfraktion nach MACS-Anreicherung spürbar höher liegt (5 
bis 10 %). Eine mögliche Erklärung ist, dass in den beiden Experimenten zur CD105-
Anreicherung einerseits und CD105-RNA-Blockierung andererseits MSC 
unterschiedlicher Ursprungsgewebe verwendet wurden. Wie weit diese auf hypoxischen 
Stress unterschiedlich reagieren, ist nicht bekannt. So wurden hMSC aus Nabelschnurblut 
bezüglich ihrer Hypoxietoleranz noch gar nicht untersucht. Außerdem wurden mittels 
Lipofektion Antisense-ODN eingeschleust. Diese Methode ist mit einer gewissen 
Zytotoxizität verbunden [143]. Es ist durchaus vorstellbar, dass durch diese 
„Präkonditionierung“ die MSC auf Hypoxie weniger sensibel reagieren. 
Durch Erhöhung des antiapoptotischen Markers Bcl-2 und Reduktion des 
proapoptotischen p53 soll es zu diesem antiapoptotischen Effekt kommen. Dieser 
Mechanismus könnte auch in den hMSC gegriffen haben.  
Bei der intramyokardialen Applikation von Stammzellen nach Myokardinfarkt besteht  das 
Problem, dass ein großer Teil der Zellen nach wenigen Tagen durch Apoptose untergeht 
[45]. Da CD105 Einfluss auf die Apoptose von MSC laut den hier vorgelegten 
Untersuchungen hat, erscheint es sinnvoll, hMSC vor ihrem klinischen Einsatz auf die 
Expression von CD105 zu überprüfen. Im Fall des Einsatzes von CB-MSC ist eine 
Präselektionierung der CB-MSC bezüglich CD105 zu diskutieren. Eine solche 
Präselektionierung mittels MACS® wäre auch klinisch umsetzbar, da es für das MACS®-
System bereits ein für die Anwendung am Menschen zertifiziertes System gibt [144].  
Zudem wäre interessant, ob sich die Effektivität der MSC-Therapie durch Kombination mit 
anderen Methoden, wie zum Beispiel der hypoxischen Präkonditionierung [66] weiter 
verbessern lässt. 
 
4.5. MSC formen Netzwerke 
CD105 hat nachweislich proangiogenetische Eigenschaften in Endothelzellen [90, 100, 
103]. In der Gegenwart von endothelialem Wachstumsmedium (z.B. EGM-2) nehmen 
MSC einen endothelzellähnlichen Phänotyp an und formen in Matrigel™ kapillarähnliche 
Netzwerke oder Gefäße [145]. Deshalb sollte die Frage erörtert werden, ob CD105 
Einfluss auf die Fähigkeit von MSC hat, solche Netzwerke zu bilden. 
In MSC aus Knochenmark wurde mit Hilfe von Antisense-ODN die CD105-mRNA 
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blockiert. Die erhobenen Daten der Netzwerklängen aller drei Gruppen (CD105+, CD105- 
und SHAM) zeigen keine signifikanten Unterschiede. Tendenziell liegt allerdings die 
CD105+-Gruppe über den beiden anderen. 
Der positive Einfluss von CD105 auf die angiogenetischen Fähigkeiten von Endothelzellen 
kann als bewiesen angesehen werden. Sowohl über einen Antisenseansatz als auch bei 
haploinsuffizienten Endothelzellen ist die Fähigkeit zur Bildung von kapillarähnlichen 
Strukturen bei Minderexpression von CD105 erheblich eingeschränkt [100, 103, 105]. 
Dieser Effekt ist umso stärker ausgeprägt, wenn TGF-β hinzugefügt wird. Diese Tatsache 
könnte auch erklären, warum im hier durchgeführten Versuch ein signifikanter 
Unterschied ausbleibt, da kein zusätzlicher TGF-β appliziert wurde. In GFR (growth factor 
reduced)-Matrigel® ist TGF-β in einer Konzentration von 1,7 ng/ml vorhanden. Dies 
entspricht einem Viertel der normalen Konzentration in Matrigel. Warrington et al. fügten 
allerdings TGF-β in einer Konzentration von 10ng/ml hinzu und erst damit wurden die 
Unterschiede zwischen der Antisense- und der Kontrollgruppe signifikant. 
Erwähnt werden muss auch die Möglichkeit, dass es selbst bei höheren CD105-
Unterschieden gegebenenfalls zu keinen Unterschieden in der Formierung von 
kapillarähnlichen Netzwerken kommt, wenn der proangiogenetische Effekt, welcher in vivo 





5.  Zusammenfassung 
Humane multipotente Stromazellen sind ein vielversprechender Ansatz in der 
stammzellbasierten Therapie des Herzinfarktes. Humane MSC tolerieren in gewissen 
Grenzen ein sauerstoffarmes Milieu, wie es für das ischämische Myokard typisch ist. 
CD105 ist ein Oberflächenmolekül, welches als Co-Rezeptor des TGF-β-
Rezeptorkomplexes dient.  Unter Hypoxie erfährt es eine Hochregulierung und besitzt 
antiapoptotische sowie proangiogenetische Eigenschaften. Deshalb sollte in dieser Arbeit 
die Frage erörtert werden, welchen Einfluss CD105 auf das Regenerationspotential 
humaner CB-MSC hat. 
Für die in-vivo-Versuche wurde ein etabliertes Mausmyokardinfarktmodell gewählt, in 
welchem nach Infarktinduktion CB-MSC intramyokardial appliziert wurden. Nach 6 
Wochen wurden die Infarktgröße und die kapilläre Dichte in den Mäuseherzen 
histologisch bestimmt. In den in-vitro-Versuchen sollte unter Hypoxie das metabolische 
Verhalten sowie die Apoptoserate Aufschluss über den Effekt von CD105 auf MSC geben 
und angiogenetische Eigenschaften in Matrigel untersucht werden. 
Während CB-MSC, welche im Vergleich zu anderen MSC weniger CD105 exprimieren, 
die Infarktgröße nicht signifikant verringern konnten, führte die CD105-Positivfraktion der 
CB-MSC zu einer Verkleinerung der Infarktnarbe. Ähnlich verhält es sich mit der 
kapillären Dichte, welche sich nur unter der Gabe von CD105-CB-MSC signifikant 
verbesserte. In-vitro nahm die metabolische Aktivität und konkordant die Apoptoserate der 
CD105+-CB-MSC unter Hypoxie ab. Lediglich in den Tubeforming-Assays konnten keine 
Unterschiede zwischen beiden Gruppen gefunden werden. 
Damit bestätigen die Ergebnisse die in der Literatur beschriebenen positiven 
Auswirkungen von CD105 auf Apoptose, Angiogenese und metabolische Aktivität 
erstmals auch in hMSC aus Nabelschnurblut und zeigten, dass CD105 das regenerative 
Potential dieser Zellen beeinflusst. 
Ob sich eine solche Präselektionierung von CB-MSC auch positiv auf die Morbidität und 
das Gesamtüberleben nach Myokardinfarkt auswirkt, müssen sowohl tierexperimentelle 
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Ziel dieser Arbeit war es die Wirkung von CD105 auf humanen MSC zu untersuchen 
sowie den Einfluss auf das Regenerationspotential der hMSC in der Behandlung des AMI. 
Besonders sollten dabei die Effekte auf Fibrose, Angiogenese und Zellüberleben 
beleuchtet werden. 
 
1.   Der akute Myokardinfarkt ist eine der häufigsten Todesursachen in Deutschland. 
2. Hauptursache des akuten Myokardinfarkts ist die Arteriosklerose, welche über 
Plaqueruptur und Thrombusbildung zu einem Verschluss einer Koronararterie führt. 
3. Die derzeitige Standardtherapie ist eine frühzeitige Intervention durch perkutane 
Koronarintervention zur Rekanalisation der betroffenen Koronararterie um das noch 
rettbare Myokard zu reperfundieren. Regenerative Therapien haben noch keinen Eingang 
in die Behandlung gefunden. 
4. Im Rahmen des kardialen Remodelings nach Herzinfarkt, welches durch konzentrisch-
exzentrische Hypertrophie und Fibrose gekennzeichnet ist, kann es zu einem 
fortschreitenden Funktionsverlust des Herzens kommen. 
5. Mulitpotente mesenchymale Stromazellen werden nicht mehr als mesenchymale 
Stammzellen bezeichnet, da sie pro forma nicht die Eigenschaft zur langdauernden 
Selbsterneuerung besitzen. 
6. MSC werden anhand der drei Kriterien Adhäsion auf Kunststoffoberflächen, ein 
bestimmtes Spektrum an Oberflächenmolekülen und dem Differenzierungspotential zu 
Knochen, Knorpel und Fettgeweben identifiziert. 
7. MSC können auch andere Gewebe mesenchymalen Urpsrungs, wie Skelettmuskel, 
Sehne oder Kardiomyozyten bilden. 
8. MSC wurden bereits erfolgreich in der Therapie des Herzinfarkts sowohl im 
Tierxperiment als auch am Menschen getestet, wobei verschiedene Mechanismen wie 
direkte Transdifferenzierung zu Kardiomyozyten und Endothelzellen als auch parakrine 
Mechanismen für diese Wirkung verantwortlich gemacht werden. 
9. Das Oberflächenmolekül CD105, das in hohem Maße auf MSC exprimiert wird hat 
antiapoptotische und proangiogenetische Eigenschaften und wird unter Hypoxie 
hochreguliert. 
10. Das Myokardinfarktmodell der Maus ist eine Methode anhand derer sich sowohl 
Folgen als auch potentielle Therapieansätze des Myokardinfarkts studieren lassen. 
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11. Teilsaspekte des kardialen Remodelings nach Myokadinfarkt lassen sich durch 
immunhistochemische Methoden zur Infarktgrößenbestimmung und Kapillardichte 
untersuchen. 
12. Humane MSC lassen sich auf verhältnismässig einfache Weise gewinnen und 
kultivieren sowie mit Hilfe eines Magnetzellseparationsverfahrens CD105-positive MSC 
anreichern. 
13. Neben der Anreicherung bildet der Ansatz über die selektive Blockade von CD105 auf 
mRNA-Niveau durch Antisense-ODN die Möglichkeit, MSC in vitro auf apoptisches, 
angiogenetisches und metabolisches Verhalten hin zu untersuchen. 
14. Die Lipofektion ist ein geeignetes Verfahren, mit dem sich hMSC transfizieren lassen. 
15. Die Applikation nach Herzinfarkt von einer mit CD105-positiven hMSC angereicherten 
Population aus Nabelschnurblut führt zu einer Infarktgrößenreduktion und Erhöhung der 
kapillären Dichte im Myokard und somit zur verbesserten kontraktilen Funktionalität. 
16. CD105 bewirkt in humanen MSC eine erhöhtes Überleben und geringere 
metabolische Aktiviät unter hypoxischen Bedingungen. 
17. Humane MSC sind in der Lage kapillarähnliche Netzwerke zu bilden. 
18. Die antifibrotischen Eigenschaften von CD105 auf das Myokard werden 
wahrscheinlich über eine Modulation des TGF-beta-Signalweges vermittelt. 
19. Der positve Effekt auf die Angiogenese im Myokard wird wahrscheinlich durch 
parakrine Effekte und weniger durch Transdifferenzierung der hMSC zu Endothelzellen 
bewirkt. 
20. Ob eine Präselektionierung von CB-MSC bezüglich CD105 sich auch positiv auf die 
Morbidität und das Gesamtüberleben nach Myokardinfarkt auswirkt, müssen sowohl 
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